Selektion, Charakterisierung und Entwicklung von neuronalen Subtypen des optischen Tektums des Huhns in vitro by Mönig, Benedikt
  
 
 
Selektion, Charakterisierung und Entwicklung 
von neuronalen Subtypen des optischen Tektums 
des Huhns in vitro 
 
 
 
Von der Fakultät für Mathematik, Informatik und Naturwissenschaften der Rheinisch-
Westfälischen Technischen Hochschule Aachen zur Erlangung des akademischen Grades 
eines Doktors der Naturwissenschaften genehmigte Dissertation 
 
 
 
vorgelegt von 
 
 
Diplom Biologe Benedikt Mönig 
aus Lennestadt 
 
 
 
 
Berichter: 
Universitätsprofessor Dr. Harald Luksch 
Universitätsprofessor Dr. Hermann Wagner 
 
 
 
 
 
Tag der mündlichen Prüfung: 24.09.2007 
  
 
 
 
 
Diese Dissertation ist auf den Internetseiten der Hochschulbibliothek online verfügbar. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Inhalt 
 
Inhaltsangabe 
 
 
1.  Einleitung            1 
 
1.1  Zelluläre Differenzierung                                    2 
1.2  Das optische Tektum                      4 
1.3  Neuronale Primärkultur                                 7 
1.4 Ziele                                               8 
 
 
2.  Material und Methoden                                                                      10 
 
2.1  Versuchstiere                                              10 
 
2.2  Zellkultur                                                              10 
2.2.1  Behandlung der Kulturgefäße                                 10 
2.2.2  Vorbereitung des Kulturmediums                               10 
2.2.3  Anlegen der tektalen Zellkultur                                                                               11 
2.2.4  Separation N-Cadherin positiver Zellen                                                                  12 
 
2.3  Immuncytochemische Anfärbungen                                                                     13  
2.3.1  Zellkultur                                                                                                                 13 
2.3.2  Gewebepräparate                                                                                                     14 
 
2.4  Quantifizierung der Separationsqualität                                                             15 
2.4.1  Statistische Methoden                                                                                             16 
  
2.5  Elektrophysiologische Untersuchungen                                                               17 
2.5.1  Whole cell patch Ableitungen                                                                                 17 
2.5.2  Quantitative Analyse                                                                                               18 
Inhalt 
2.6 Benutzte Chemikalien                                                                                            19 
2.6.1  Zellkultur                                                                                                                 19 
2.6.2  Immuncytochemie                                                                                                   20 
2.6.3  Elektrophysiologie                                                                                                   21 
2.6.4 Präparation von Astrocyten                                                                                     22 
 
 
3.  Ergebnisse                                                                                            24 
 
3.1  Mischkultur                                                                                                             24 
3.1.1  Qualitative Beobachtung der Kultur                                                                        24 
3.1.2  Zellmorphologie                                                                                                       25 
3.1.3  Quantifizierung morphologischer Parameter                                                           26 
3.1.4  Immuncytochemische Charakterisierung                                                                 27 
3.1.5  Vergleichende Expression von CRABP-1 in vivo und in vitro                               29                             
3.1.6  Elektrophysiologische Eigenschaften der Zellen                                                     31 
3.1.7  Qualitative elektrophysiologische Charakterisierung                                              32 
3.1.8  Quantitative elektrophysiologische Analyse                                                           36 
3.1.9  Spontanaktivität                                                                                                       43 
 
3.2  Selektion neuronaler Subtypen                                                                             44 
3.2.1  N-cadherin als Selektionsmarker                                                                            44 
3.2.2  Fraktionierung der Gesamtzellpopulation durch Magnetseparation                       47 
3.2.3  Anreicherung von N-Cadherin positiven Zellen                                                     48 
3.2.4  Vergleichende elektrophysiologische Analyse                                                       49 
 
3.3  Manipulationen der Zellkultur                                                                             52 
3.3.1  Co-Kultivierung mit Astrocyten                                                                              52 
3.3.2  Supplementierung des Mediums mit NT-3                                                              55 
Inhalt 
 
4.  Diskussion                                                                                            58 
 
4.1  Mischkultur                                                                                                             58 
4.1.1  Serumfreie Kultivierung                                                                                          58 
4.1.2  Morphologische Betrachtung                                                                                   59 
4.1.3  Immuncytochemische Charakterisierung                                                                 63 
4.1.4  Allgemeine elektrophysiologische Charakterisierung                                             67 
4.1.5  Vergleich mit dem in vivo System                                                                          70 
 
4.2  Selektion neuronaler Subtypen                                                                             73 
4.2.1  Vorkommen und Verteilung von N-cadherin                                                          73 
4.2.2  Der Separationsprozess                                                                                            75 
4.2.3  Vergleichende elektrophysiologische Analyse                                                        76 
 
4.3  Manipulationen der Zellkultur                                                                             77 
4.3.1  Co-Kultivierung mit Astrocyten                                                                             78 
4.3.2  Supplementierung mit NT-3                                                                                   79 
 
 
5.  Zusammenfassung                                                                               81 
 
6.  Ausblick                                                                                                82 
 
7.  Literaturliste                                                                                        83 
 
8.  Anhang          90 
 8.1  Glossar          90 
8.2 Danksagung         91 
8.3 Lebenslauf von Benedikt Mönig      92 
                                                                                                                                 Einleitung 
1 
1.  Einleitung  
 
Das Verhalten eines Tieres ist davon abhängig, dass sich in seinem Nervensystem 
zwischen den verschiedenen Klassen von Nervenzellen spezifische Verknüpfungen 
ausbilden. Doch woher weiß der Organismus, welche Zelle eine bestimmte Funktion 
zugeschrieben bekommt und mit welcher anderen Zelle sie sich verknüpfen soll? Die Fülle 
von Verschaltungen, die für die Wahrnehmungsleistungen und Verhaltensweisen eines 
Tieres notwendig sind, kann nicht ausschließlich in der genetisch kontrollierten 
molekularen Ausstattung seiner Neurone niedergelegt sein. Zum einen könnte diese 
gewaltige Menge von Information gar nicht in einer einzelnen Zelle untergebracht werden, 
zum anderen erfordern verschiedenste Einflüsse (z.B. eine Schädigung der DNA, 
ungeplantes Absterben einer Zelle, wechselnde Umgebungen und Bedürfnisse des Tieres) 
eine hohe Flexibilität und stetige Anpassung des Nervensystems. Doch wie viel des 
Funktionsumfangs einer Nervenzelle ist tatsächlich genetisch determiniert und wie viel ist 
von der jeweiligen Situation und Umgebung der Zellen gesteuert? Folglich muss sich ein 
umfassender neurobiologischer Ansatz zum Verständnis von Verhalten damit beschäftigen, 
wie sich Nervenzellen mit ihren jeweiligen Zielzellen zu funktionstüchtigen Nervenbahnen 
verbinden. Da die verschiedenen Komponenten des Nervensystems in der 
Embryonalentwicklung zudem noch in weit voneinander getrennten Orten entstehen und 
zuerst nicht miteinander verbunden sind, stellt sich die Frage, wie die Entwicklung der 
Zellen gesteuert wird: Ist das Schicksal eines Neurons genetisch determiniert? Oder sorgen 
zelluläre Interaktionen während der Migration bzw. im Zielgewebe für die entscheidenden 
Signale zur Differenzierung? 
In der vorliegenden Arbeit wurde durch eine Kultivierung von Neuronen des 
optischen Tektums ein Modellsystem etabliert, mit dem sich diese Fragen zur Entwicklung 
und Differenzierung analysieren lassen. Die Kultivierung in einem streng kontrolliertem 
System ohne jegliche Wachstumsfaktoren sollte Einblick in diejenigen Prozesse 
verschaffen, die während der zellulären Entwicklung von der Zelle selbst eingeleitet 
werden, also genetisch determiniert sind. Nach Feststellung dieser genetisch bedingten 
Standarddifferenzierung der Neurone sollten durch  verschiedene Manipulationen des 
Kultursystems Faktoren identifiziert werden, die für die Entwicklung spezieller 
Neuronentypen oder charakteristischer Zelleigenschaften essentiell sind.  
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Diese Untersuchungen wurden exemplarisch an den Projektionsneuronen des SGC 
durchgeführt, da über sie bereits große Mengen von Daten in vivo vorliegen und so einen 
Vergleich der Differenzierungsstufen sehr gut möglich ist. Im Folgenden soll daher 
zunächst der Stand der Forschung zur zellulären Differenzierung kurz skizziert werden. 
Anschließend soll das verwendete Modellsystem des optischen Tektums vom Huhn 
vorgestellt und seine besondere Eignung für diese Studie erläutert werden. Abschließend 
soll der Zelltyp, dessen Entwicklung hier exemplarisch analysiert wurde, sowie seine 
Funktion im intakten Tier kurz dargestellt werden.  
 
1.1  Zelluläre Differenzierung 
 
Bei allen sich entwickelnden Nervensystemen hängt die Zelldifferenzierung von 
einer Reihe von Signalen ab, welche die Transkription spezifischer Gene kontrollieren. 
Diese Signale können von Faktoren reguliert werden, die der Zelle vererbt werden oder die 
von anderen Zellen in ihrem lokalen Umfeld stammen. Der relative Beitrag dieser beiden 
grundlegenden Differenzierungsprogramme variiert von Spezies zu Spezies und sogar 
zwischen unterschiedlichen Neuronentypen ein und desselben Embryos. (Anderson, 1989; 
Chao, 1992; Doupe et al, 1985; Lilien et al, 1992).  
Es ist die heute die vorrangige Lehrmeinung, dass sowohl der Geburtsort (Segment 
der Neuralleiste bzw. Neuralrohres), als auch der Geburtstag (letzte Teilung d. 
Vorläuferzelle) darüber entscheiden, welche Identität eine sich entwickelnde 
Vertebratenzelle einnimmt (Albers et al, 1994). Das Identitätsstiftende Prinzip des 
Geburtstages kann am Beispiel der Reeler-Mutante anschaulich gemacht werden 
(Caviness, 1982). Bei dieser Mausmutante hat sich durch einen Defekt im Mechanismus 
der Zellmigration die Reihenfolge, in der die unterschiedlichen Zellschichten des Cortex 
aufeinander folgen, umgedreht. Das Erstaunliche an diesem Defekt ist, dass sich die Zellen 
trotz ihrer offensichtlich „verkehrten“ Lage in den „richtigen“ Zelltyp entwickeln. Ebenso 
sind die Zellen in der Lage, ihre spezifischen Ziele zu finden und sich mit ihnen zu 
verbinden. Da die Zellen aber an den „falschen“ Plätzen liegen, kann ihre trotzdem 
„korrekte“ Differenzierung nichts mit der entgültigen Position im Gewebe zu tun haben. Es 
deutet also einiges darauf hin, dass ihr Geburtstag bzw. ihre Abstammung von einer 
Zelllinie ein schicksalsbestimmender Faktor für Nervenzellen ist (Caviness, 1982; 
Goffinet, 1984). 
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Die Differenzierung der meisten Zelltypen hängt jedoch nicht nur von der Zelllinie ab, 
sondern auch von Signalen anderer Zellen in ihrem Umfeld. Die Moleküle, die solche 
Signale vermitteln, können sezerniert werden oder Bestandteil der Zelloberfläche sein. Ein 
Beispiel für einen sezernierten Botenstoff ist der neurotrophe Faktor NT-3, der unter 
anderem die Differenzierung von Projektionsneuronen im visuellen System des Huhns 
steuert (Bartheld et al, 2000).  
NT-3 wird von den retinalen Ganglienzellen produziert und anterograd in das 
optische Tektum transportiert, um dort an den Kontaktstellen zu den großen 
Projektionsneuronen des Stratum griseum centrale (SGC) ausgeschüttet zu werden 
(Catsicas et al, 1992; Bartheld et al, 1996). Wird dieser Transport im sich entwickelnden 
Tier unterbrochen, kommt es in großen Teilen des SGC zu massivem programmiertem 
Zelltod (Leftcort, 1996; Catsicas et al, 1992). Interessanterweise kommt es aber nur zu 
diesem Phänomen, wenn sich die Verbindung von Retina zu Tektum bereits ausgebildet 
hat. Tatsächlich sind die Neurone des SGC in der frühen Phase ihrer Entwicklung nicht auf 
sezerniertes NT-3 angewiesen - erst durch die Verknüpfung mit den retinalen Afferenzen 
erliegt ihre endogene Produktion von NT-3 und wird von der parakriner Sekretion durch 
die Ganglienzellen ersetzt (Catsicas et al, 1992). 
Damit die Zellen eines Nervengewebes überhaupt ihren Weg zu ihrem Zielgebiet 
finden, sind neben ihrer Identität eine ganze Reihe von speziellen Signalmolekülen 
notwendig, die als Wegweiser für migrierende Neurone oder deren Axone dienen. Sobald 
die Identität eines Neurons festgelegt ist, erfolgt das Auswachsen des Axons. Dieses bildet 
mit anderen Zellen ebenso komplexe wie präzise Verknüpfungen aus. Moleküle, die eine 
solche neurale Adhäsion und Erkennung vermitteln, sind z.B. die Glycoproteine der 
Familie der Cadherine (Redies, 2003). Diese membrangebundenen Adhäsionsmoleküle, 
die in verschiedenen Formen und unterschiedlichen Geweben vorkommen, haben über 
ihren extrazellulären Anteil die Möglichkeit, gleichartige Cadherine zu erkennen und zu 
binden. Im optischen Tektum sind mindestens vier verschiedene Cadherin Proteine 
identifiziert worden (Wöhrn, 1999, Redies, 2003). Durch ihre homophile Bindung 
aggregieren stets Zellen zusammen, die über eine gleiche Cadherin Expression verfügen. 
Zellen mit unterschiedlicher Cadherin Expression werden sich dagegen normalerweise nie 
zusammenfinden. Durch die spezifischen Expressionsmuster der  verschiedenen Cadherine 
können daher nicht nur die Axone der unterschiedlichen Zelltypen voneinander 
unterschieden werden, sondern die Axone können auch ihre Ziele anhand deren Cadherin-
Expressionmusters erkennen (Redies et al, 2003).  
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Im Rahmen dieser Arbeit konnte diese Zelltyp-spezifische Expression einzelner 
Cadherine genutzt werden, um die Zellen des SGC selektiv zu markieren und anschließend 
zu isolieren (Moenig et al, 2006). 
 
1.2  Das optische Tektum 
Das Verhalten vieler Tiere wird vom 
Sehen dominiert. Dabei liegt die 
Leistung des Sinnesorganes Auge für 
die visuelle Wahrnehmung in der 
Aufnahme und peripheren 
Vorverarbeitung von optischen 
Signalen. Aus diesen Daten 
rekonstruiert dann das Gehirn 
verhaltensrelevante Informationen 
über seine Umwelt (Dudel et al, 
1996). Bei Vögeln und Säugern wird 
die visuelle Information der Retina 
über zwei getrennte Sehbahnen zum 
Vorderhirn geleitet: die 
thalamofugale Bahn vom Vogel, die 
der geniculocorticalen Bahn des 
Säugers entspricht, verläuft von der 
Retina aus direkt zu einer Kerngruppe im Thalamus und dann zum Telencephalon 
(Güntürkün et al, 1993). Im Gegensatz dazu verläuft die tectofugale Bahn beim Vogel 
zunächst zum Mesencephalon, von dort zum Thalamus und weiter zum Vorderhirn 
(Engelage und Bischof, 1993; Karten und Revzin, 1966; Benowitz und Karten, 1976). In 
der tectofugalen Sehbahn von Vögeln wird die von der Retina aufgenommene visuelle 
Information an das optische Tektum im Mittelhirn weitergeleitet (Abb.1.1). Diese Struktur 
ist in weiten Teilen dem Colliculus Superior von Säugern homolog (Karten und Shimizu, 
1993). Aufgrund seiner klaren Strukturierung und der daraus resultierenden, guten 
Zugänglichkeit für experimentelle Manipulationen dient das optische Tektum  bereits seit 
über hundert Jahren als Modellsystem, an dem sich Anatomie, Physiologie, Entwicklung 
und Konnektivität des Nervensystems hervorragend untersuchen lassen.  
 
Abb 1.1: (A) schematische Darstellung des Gehirns eines 
Huhnes in Seitenansicht. (B) Transversalschnitt durch das 
Vorderhirn (links) und das Tektum (rechts, hellgrau). (C) 
Darstellung der Schichtung des Tektums in Vergrößerung, 
die Einteilungen  nach Cajal (1-15) oder nach Huber und 
Crosby (SO, SGC, SAC, SGP, SFP, EP) sind nebenstehend. 
(Abbildung verändert  nach H. Luksch) 
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Die Hauptaufgabe, die dem optischen Tektum innerhalb des visuellen Systems bei 
Vögeln zugeschrieben wird, ist die Analyse des retinalen Bildes hinsichtlich Form, Farbe, 
Helligkeit, Bewegung etc. Hier soll nun am Beispiel eines Projektionsneurons skizziert 
werden, auf welche komplexe Weise verschiedene Neuronentypen miteinander verknüpft 
sein müssen, damit eine präzise Reaktion auf einen Reiz überhaupt möglich wird.  
In den oberen Schichten des optischen Tektums 
terminieren Afferenzen aus der contralateralen Retina 
topographisch (Cajal, 1911; Hunt und Webster, 1976; 
Angaut und Reperant, 1976), so dass eine Karte des 
visuellen Raumes entsteht. Efferente Projektionen zu 
weiterverarbeitenden Gehirnregionen werden dagegen 
von Neuronen der tieferen Schichten generiert. Die 
wichtigste aufsteigende Efferenz stammt von Zellen des 
SGC (Luksch et al, 1998, Abb.1.2). Bisher konnten im 
Vogel mindestens drei Subtypen der SGC Zellen 
unterschieden werden, welche ihren retinalen Eingang in  
verschiedenen retinorezipienten Schichten erhalten und 
ihre Efferenzen in unterschiedliche Bereiche des N. 
rotundus im Thalamus senden. Diese Subtypen scheinen 
spezialisierte Kanäle für bestimmte Aspekte der visuellen 
Information darzustellen; so sind SGC Typ I Neurone des 
Huhns entscheidend an der Verarbeitung von Bewegungssignalen beteiligt (Frost und 
DiFranco, 1976; Karten et al, 1997; Luksch et al, 1998). 
Anatomisch zeichnen sich 
die SGC Neurone weiterhin 
durch mehrere typische 
Eigenschaften aus. So besitzen 
sie eine ausgeprägte Morphologie 
mit großen Somata und 
vergleichsweise dünnen 
Dendriten, die sehr große 
dendritische Felder aufspannen 
und damit sehr große rezeptive 
Felder besitzen (Luksch et al, 1998; Abb. 1.3). Zudem weisen sie spezialisierte 
 
Abb. 1.2) Konnektivität der SGC 
Neurone der Subtypen I, II und III. 
Skizziert sind die oberen Schichten 
des Tektums und die entsprechenden 
Efferenzen der SGC Neurone sowie 
die Untereinheiten des N. rotundus 
und die Afferenzen der SGC 
Neurone. (Zeichnung: H. Luksch) 
 
 
Abb. 1.3) Rekonstruktion einer SGC-I Zelle und ihre anatomische 
Lage innerhalb des Tektums. Die BBE sind in Schicht 5b zu 
finden (Zeichnung H. Luksch)  
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dendritische Endigungen mit flaschenbürstenartigen Verzweigungen auf,  sogenannte 
„Bottlebrush“ - Endigungen (BBE; Luksch et al, 1998; Abb. 1.3). Diese BBE sind für eine 
Zelle typischerweise auf eine einzelne Schicht begrenzt und stellen ein definierendes 
Merkmal dar; so besitzen beispielsweise Zellen vom SGC Typ I BBE in der 
retinorezipienten Schicht 5b. Ob einzelne SGC Neurone auch BBE in verschiedenen 
Schichten besitzen können, wurde spekuliert (Hellmann und Güntürkün, 2004), konnte 
aber in Einzelzellanfärbungen bisher nicht bestätigt werden.  
Auch elektrophysiologisch besitzen die 
SGC Neurone eine Reihe charakteristischer 
Eigenschaften (Abb.1.4): schnelle 
Aktionspotenzialbildung auf somatische 
Strominjektion, „Chattering“ Verhalten, 
d.h. Reihen von Aktionspotentialsalven bei 
starker somatischer Reizung, sowie ein 
„voltage sag“ Verhalten, was ein aktives 
Gegensteuern der Zelle durch Öffnung 
spezieller Kalium Kanäle (IH-Kanäle) bei 
somatischer Hyperpolarisation anzeigt. 
Zusammengefasst unterscheiden diese 
Eigenschaften die Neurone des SGC von 
anderen tektalen Zellen und machen sie dadurch elektrophysiologisch eindeutig 
identifizierbar (Luksch et al, 1998).  
Aus der hier beschriebenen, hochspezialisierten Differenzierung der Neurone stellt 
sich die Frage, wie es das Nervensystem schafft, diese komplexen Verschaltungen und 
Spezialisierungen zu etablieren und wie die Information, die dafür notwenig sein muss, 
gespeichert und vererbt werden kann.    
Die Entwicklung des Tektums wurde daher in vielen Experimenten untersucht und 
analysiert (Mey et al, 2000). Das Tektum entwickelt sich bereits sehr früh in der 
embryonalen Ontogenese. Die Entwicklung seiner Schichtung lässt sich grob in drei 
Migrationsphasen einteilen: die erste Migrationswelle postmitotischer Neurone (E3-E5) 
bildet die inneren Schichten des optischen Tektums. Eine sich anschließende, zweite 
Migrationswelle zwischen E4 und E7 bildet die äußeren Schichten des OT.  
 
Abb. 1.4) charakteristische Physiologie der SGC-I 
Neurone bei somatischer Stimulation mit 0,4 nA (A) 
und bei 1,0 nA (B). Die Frequenz der AP – Salven 
(Chattering) ist abhängig von der applizierten 
Stromstärke (C). Bei Hyperpolarisation des Somas ist 
ein voltage sag zu beobachten (D). (Daten von 
Luksch et al, 2001) 
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Die dritte Migrationswelle postmitotischer Neurone bildet schließlich die mittleren  
Schichten (SGFS h-j) des OT und findet zwischen E6 und E8 statt (Lavail und Covan, 
1971; Mey et al, 2000). Die ersten Zellen, die sich  auf den Weg zu ihrer Zielschicht 
begeben, sind die die Zellen des SGC. Sie sind bereits ab E4 zu identifizieren. Ab Stadium 
E6 kommen bereits die ersten retinalen Afferenzen am Tektum an und bilden das Stratum 
opticum, ab E9 wachsen sie in das Tektum ein und ab E14 sind frühe Kontakte (Synapsen) 
mit den SGC Zellen erkennbar (Heidmann et al, 2001). Die späte Phase der tektalen  
Entwicklung liegt zwischen E12 und E21 und ist durch weiteres Zellwachstum, 
Neuritenwachstum sowie der Komplettierung der zytoarchitektonischen Struktur (strikte 
Schichtung) des Tektums charakterisiert (Lavail und Cowan, 1971). 
 
1.3  Neuronale Primärzellkultur 
 
Um mehr über die unterschiedlichen 
Differenzierungsmechanismen der Neurone des 
Tektums herauszufinden und um zu analysieren, 
wie sich die Zellen unter den artifiziellen 
Bedingungen der Kultur entwickeln, sollten 
Vergleichs-experimente mit Neuronen in vivo und 
in vitro durchgeführt werden. Durch die 
Untersuchung dieser Fragen kann ein Einblick in 
die Differenzierungsvorgänge, welche die Zellen 
zur korrekten Funktionsweise durchlaufen 
müssen, ermöglicht werden. Die Kultivierung von 
Zellen außerhalb von Organismen und unter 
definierten Bedingungen spielt in der biologischen und der medizinischen Forschung 
(Zellbiologie, Embryologie, Elektrophysiologie, Tumorforschung etc.) seit langem eine 
große Rolle. Als Ersatz für Tierversuche, als ideales System um beliebige 
Umgebungsvariablen zu erproben, als Produzent großer Mengen industriell benötigter 
Proteine sind Zellkulturen ein wichtiges Gebiet biologisch-medizinischer als auch 
biologisch-technischer Forschung.  
Abb 1.5:  Ausschnitt einer tektalen Zellkultur 
nach 72h Inkubation in vitro 
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Durch die Kultivierung von Zellen, d.h. durch die Reduktion des  hochkomplexen 
Systems „Nervengewebe“ in das artifizielle, aber weniger komplexe System „isolierte 
Nervenzelle“ wurde es möglich, die Entwicklung und Physiologie einzelner Neurone unter 
konstanten Bedingungen zu analysieren, d.h. ohne die variable und weitgehend unbekannte 
Beeinflussung durch umgebendes Gewebe. Die Separation der Zellen vergrößert zudem 
die räumliche Auflösung um ein Vielfaches, mit der sich eine individuelle Zelle betrachten 
lässt, denn die Zellen wachsen vereinzelt und breiten sich lediglich in einer Ebene aus, 
anstatt sich zu komplex untereinander verbundenen Nuclei auszuformen, deren Struktur 
sich nur dreidimensional erfassen lässt. Der Einsatz von Zellkulturen erfolgt in den meisten 
Fällen aus Fragestellungen, die sich aus dem in vivo Präparat herleiten und deren 
Beantwortung über ein Zellkultursystem erweitert bzw. bestätigt werden soll. So konnten 
der direkte Einfluss von verschiedenen biochemischen Faktoren auf die Differenzierung 
und das Wachstum von Neuronen (Merrel et al, 1975; Brewer et al, 1993; Yu et al, 2002), 
die Entwicklung physiologischer Spezialisierungen (Kuenzel et al , 2007; Fitzakerley et al, 
1997; Boyer et al, 1998) oder die Prinzipien der axonalen Wegfindung von Neuronen 
(Davenport et al, 1997), mit der Kultivierung und Vereinzelung von Neuronen detailgenau 
beobachtet werden. 
 
1.4  Ziele  
 
In der vorliegenden Arbeit über die Primärzellkultur von Neuronen des optischen 
Tektums sollten vor allem analysiert werden, wie sich die Zellen in vitro differenzieren, 
und wie diese Differenzierungsprozesse gesteuert werden. Können neuronale Subtypen 
auch in vitro anhand ihrer Morphologie oder Proteinexpression identifiziert werden? 
Lassen sich hoch spezialisierte elektrische Aktivitätsmuster nachweisen, wie dies im 
Slicepräparat (Abb. 1.4) gezeigt werden konnte? Und schließlich – ist eine gezielte 
Beeinflussung dieser Differenzierungsprozesse durch Manipulation der Kulturbedingungen 
möglich? 
Die meisten Primärzellkulturen bestehen, abhängig vom Ursprungsgewebe, aus 
verschiedenen Zelltypen und –klassen. Um sich von der Zusammensetzung und dem 
Differenzierungsgrad der tektalen Kultur ein Bild zu machen, sollten die darin enthaltenen 
Zellen durch immunhistochemische Methoden klassifiziert und wenn möglich durch den 
Nachweis spezifische Markerproteine eindeutig bestimmt werden. 
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Die zelltypspezifische Analyse neuronaler Differenzierungsprozessen in vitro wird 
allerdings durch die heterogene Zusammensetzung der Kultur erschwert. Bislang existierte 
keine einfache und schnelle Methode, um homogene Primärzellkulturen neuronaler Zellen 
herzustellen. Deshalb wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Methode etabliert, durch die 
ein spezifischer Zelltyp aus der Gesamtheit aller tektalen Zellen selektiert werden kann. 
Diese Selektion basiert auf der selektiven Expression eines spezifischen 
Extrazellulärproteins (N-cadherin) der SGC Neurone. Durch spezielle Antikörper, die 
spezifisch an das N-cadherin binden, wurden die Zellen des SGC selektiv markiert und 
konnten durch einen Aufreinigungsprozess isoliert kultiviert werden (Moenig et al, 2006). 
Auf diese Weise konnte eine Subpopulation der SGC Neurone gezielt untersucht und mit 
dem korrespondierenden Zelltyp in vivo verglichen werden. Dabei sollte vor allem die 
Frage bearbeitet werden, ob die charakteristischen Zelleigenschaften der SGC Neurone wie 
hochfrequente Aktionspotentialsalven, eine kurze Aktionspotentialdauer oder das „voltage 
sag“ Verhalten auch bei der Entwicklung in vitro ausgebildet werden.  
Eine Fragestellung, die sich konsequenterweise hieraus ergibt, ist, ob Zellen in vitro 
in ihrem Differenzierungsverhalten gezielt manipuliert oder gesteuert werden können. 
Dazu wurden Versuche mit verschiedenen Nervenwachstumsfaktoren sowie einer Co-
Kultivierung von Gliazellen durchgeführt, welche den Neuronen Faktoren bereit stellen, 
die notwendig für bestimmte Differenzierungsprozesse sein könnten.   
                                                                                                            Material und Methoden 
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2. Material und Methoden 
 
 
2.1  Versuchstiere 
 
Für diese Arbeit wurde das Haushuhn (Gallus gallus) als Versuchstier gewählt. 
Alle Tiere befanden sich in Embryonalstadien zwischen E4 und E21. Die befruchteten Eier 
wurden von einem kommerziellen Züchter bezogen und zu einem definierten Zeitpunkt in 
einen Inkubator bei 38°C und 65% Luftfeuchte eingelegt. Durch diese Methode ist die 
Entwicklung des Embryos gut berechenbar und erlaubt, das Stadium des Huhns zu einem 
beliebigen Zeitpunkt recht genau abschätzen zu können. Die Stadieneinteilung des 
Embryos erfolgte mittels der Tabelle von Hamburger und Hamilton (1951), anhand derer 
die Entwicklungsphase des Huhns in 46 verschiedenen Stadien eingeteilt wird.  
 
2.2  Zellkultur 
 
2.2.1  Behandlung der Kulturgefäße 
 
Damit die Zellen aus den 24-Kammer Zellkulturplatten in verschiedene andere 
Behälter transferiert werden können, wurden 10mm Deckgläschen als 
Wachstumsuntergrund verwendet. Nachdem in jeder Kammer ein Gläschen eingebracht 
wurde, konnte der Wachstumsuntergrund mit Poly-D-Lysin (PDL) Lösung (0,1 mg/ml; 
Sigma) für 60min bei 37°C beschichtet werden. Damit kein PDL das Kulturmedium 
kontaminierte, wurden die Kammern anschließend dreimal mit destilliertem Wasser 
ausgewaschen.  
 
2.2.2  Vorbereitung des Kulturmediums 
 
Das Standard-Kulturmedium bestand aus DMEM/F12 Medium (Gibco) mit 2% 
B27 Supplement (Gibco) als Serum-Ersatz und 20 U/ml Penicillin/Streptomycin (Sigma). 
Weitere Medienzusätze wie Neurotrophine wurden diesem Standardmedium dann in den 
jeweilig erwähnten Konzentrationen zugegeben. Ein Volumen von 0,5ml Medium wurde 
60 min vor dem Zusetzen der Zellen in die Kulturkammern gegeben und bei 37°C sowie  
5% CO2-Atmosphäre inkubiert.  
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2.2.3  Anlegen der tektalen Zellkultur  
 
Die Präparation wurde unter einem Binokular und möglichst keimarmen 
Bedingungen durchgeführt. Für die Herstellung der Primärzellkultur wurden Tiere im 
Embryonalstadium zwischen E7 und E10 verwendet. Das Ermitteln des 
Entwicklungsstadiums (Staging) erfolgte dabei über die von Hamburger und Hamilton 
(1951) vorgeschlagene Einteilung. Die Embryonen wurden vorsichtig aus dem Ei 
genommen, in eiskalten HBSS+ überführt und möglichst schnell dekapitiert. Das optische 
Tektum wurde gezielt herauspräpariert und unerwünschtes Restgewebe, wie Hirnhäute 
oder Reste anderer mesencephaler Hirnregionen, entfernt. Das gereinigte Gewebe wurde in  
Zentrifugenröhrchen mit 3ml eiskalter HBSS+ Lösung transferiert. Alle darauf folgenden 
Schritte wurden unter sterilen Bedingungen in einer Sterilbank durchgeführt.  
 
Um den Gewebeverband aufzulösen, wurden die beiden tektalen Hemisphären in 1 
ml Trypsin Lösung mit 0,25% Anteil Trypsin (Gibco), 20mM HEPES (Gibco) sowie 2mM 
CaCl2 und 1mM MgCl2 aufgenommen. Nach 7 min Inkubation auf Eis und weiteren 7 min 
bei 37°C wurde die Trypsin Lösung wieder entfernt und das zurückbleibende Gewebe 
dreimal mit HBSS gewaschen. Die Trypsinaktivität konnte durch Aufnahme des Gewebes 
in 1 ml DMEM/F12 Medium mit 10% FCS Anteil erreicht werden. Innerhalb des Mediums 
fand die mechanische Dissoziation durch mehrmaliges Auf- und Absaugen mit einer 
Pipette (1 ml Spitzengröße, Eppendorf) statt. Der hierbei entstandene Debris konnte durch 
wiederholte Zentrifugation durch eine 10 ml HBSS+ Säule von den lebenden Zellen 
getrennt werden. Nachdem die Konzentration der Zellen durch Zählung in einer Thoma-
Kammer berechnet war, wurde jeweils soviel Volumen der Zellsuspension in die 
Kulturkammern gegeben, dass eine Zelldichte von etwa 5×104 Zellen/cm2 erreicht wurde.    
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2.2.4  Separation N-cadherin positiver Zellen 
 
Die Isolierung dieser speziellen Zellpopulation erfolgte durch die indirekte 
Markierung der N-cadherin Epitope mit eisenbeladenen Antikörpern (Miltenyi Biotec) und 
einer anschließenden Magnetseparation (Mini-MACS System, Miltenyi), die größtenteils 
nach der Anleitung des Herstellers durchgeführt und nur wenig anpasst wurde. Da die 
Existenz der N-cadherin Epitope stark vom extrazellulären Ca2+-Gehalt abhängt, durfte der 
Puffer kein EDTA enthalten, sondern wurde zusätzlich mit 2 mM CaCl2 versetzt. Die 
Zellsuspension wurde in 1 ml MACS Puffer aufgenommen und für 10 min bei RT mit 
einem monoklonalen Antikörper gegen N-cadherin (Sigma) in einer Verdünnung von 
1:500 in MACS Puffer inkubiert. Danach wurden die Zellen mit MACS Puffer gewaschen 
und in 100µl MACS Puffer aufgenommen, dem der Sekundärantikörper mit gekoppelten 
Eisenmikrokügelchen in 1:5 Verdünnung zugesetzt war. Nach Inkubation für weitere 15 
min bei 6°C wurden die Zellen mit MACS Puffer gewaschen, in 0,5 ml MACS Puffer 
resuspendiert und für die darauf folgende  Magnetseparation verwendet (Abb. 2.1).  
Nach der Separation wurden beide Zellfraktionen mehrmals mit HBSS+ 
gewaschen, um verbliebenes Serum zu entfernen, und anschließend in 530µl HBSS+ 
Puffer aufgenommen. 30µl dieses Volumens dienten zur Bestimmung der 
Zellkonzentration (Thoma Kammer), die restlichen 500µl wurden mit dem jeweils 
berechneten Volumen den Kulturkammern zugesetzt.  
 
Abb. 2.1) Die Zellsuspension (A) wurde in das Auffangreservoir der Magnetsäule der MACS Apparatur 
gegeben. Die Zellen flossen daraufhin in langsamer Geschwindigkeit die Säule hinab, wobei die N-cadherin 
positiven Zellen durch das an sie gekoppelte Eisen im Magnetfeld zurückgehalten werden, alle nicht-
markierten Zellen aber ungehindert passieren sollten. (B). Nach dreimaligem Waschen wurde die Säule aus 
dem Magnetfeld entfernt (C) und die in der Magnetsäule zurückgehaltenen Zellen mit 1 ml MACS Puffer 
unter Druck ausgewaschen (+MACS Fraktion). 
(A) (B) (C) 
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2.3  Immuncytochemische Anfärbungen 
 
2.3.1  Zellkultur  
 
Der immunhistochemische Nachweis verschiedener Antigene diente zum einen 
dazu, die zelluläre Zusammensetzung der tektalen Kultur im Ganzen zu untersuchen. Zum 
anderen wurde über die immunhistochemische Anfärbung des Zellmarkers N-cadherin in 
den beiden MACS Fraktionen die Qualität der Aufreinigung durch die oben beschriebene 
Separationsmethode bestimmt. Dazu wurden die Zellkulturen zunächst mit 4%igem 
Paraformaldehyd (PFA; Sigma) in HBSS+ bei RT für mindestens 10min fixiert. Eine 
längere Inkubation (bis 60min) zeigte keinen negativen Einfluss auf die Qualität der 
Färbung, erhöhte aber die Anbindung der Zellen an die Oberfläche.  Für die Analyse der 
Auftrennungs-Qualität wurde die Fixierung der MACS Fraktionen bereits etwa 30 bis 60 
min nach Aussaat durchgeführt. Bei den Untersuchungen zur Zusammensetzung der Kultur 
wurde den Zellen mehrere Tage Zeit gegeben sich zu differenzieren und zelltypspezifische 
Proteine zu exprimieren, bevor sie fixiert wurden.   
Nach der Fixierung wurden die Kulturen zweimal mit HBSS+ gewaschen und die 
unspezifische Bindung der eingesetzten Antikörpern durch eine Inkubation für 60 min in 
4%igem normalem Ziegenserum (NGS, Sigma)  mit 0,1% Anteil Triton X-100 (Sigma) 
verhindert.  
Nach erneutem, dreimaligem Waschen mit HBSS+ Puffer wurden die Zellen für 
60-120 min bei RT mit dem jeweils gewünschtem Primärantikörper inkubiert. 
Anschließend wurde der Primärantikörper gründlich mit HBSS+ ausgewaschen und die 
Zellen wurden für mind. 120 min in den Sekundärantikörperlösungen inkubiert. Danach 
erfolgte ein erneutes Auswaschen der Antikörperlösung und eine 5 minütige Inkubation in 
DAPI Lösung (Sigma, 1:1000 Verdünnung).  
Nach diesen Anfärbungs- und Waschschritten erfolgte die Entnahme der 
Glassdeckgläschen aus den Kulturkammern. Um die Zellen unter dem 
Epifluoreszenzmikroskop (Zeiss, Axioskop) analysieren zu können, wurden die 
Deckgläschen mit der Wachstumsoberfläche nach unten und einem Tropfen Fluoroprep 
(bioMérieux) auf Objekträger aufgebracht und über Nacht trocknen gelassen. Die 
Photografien wurden mittels einer Digitalkamera (Zeiss, AxioCam) und einer speziellen 
Ansteuerungssoftware (Zeiss, Axiovision) gemacht. 
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2.3.2  Gewebepräparate 
 
Um die Expression verschiedener Proteine bei unterschiedlichen Zelltypen und in 
vivo zu untersuchen, wurden die optischen Tekta von Embryonen verschiedenen Alters 
präpariert und durch Immersions- (bis Stadium E14) bzw. Perfusionsverfahren (ab Stadium 
E16) mit 4% PFA in HBSS+ fixiert. Anschließend wurde das Gewebe über Nacht in 15% 
Sucrose Lösung, danach bis zum Absinken in 30% Sucrose Lösung transferiert. Am 
Kryostaten (Leica) wurden von den Tekta 30µm dicke Gewebeschnitte in frontaler 
Ausrichtung  angefertigt, die auf mit Gelatine beschichteten Objektträgern aufgebracht 
wurden.  
 
Dort konnten die Gewebeschnitte mit HBSS+ Puffer gewaschen werden. Zur 
immunhistochemischen Anfärbung erfolgte anschließend das Blocken unspezifischer 
Epitope mit 4% NGS (Sigma) in HBSS+ und 0,1% Triton X-100 (Sigma) für 60 min. 
Danach wurde das Gewebe mit dem Primärantikörper, verdünnt in HBSS+, für 2 Stunden 
bei RT oder über Nacht bei 6°C inkubiert. Nach Auswaschen des Primärantikörpers 
erfolgte die Inkubation in der  Sekundärantikörperlösung (1:500 in HBSS+) für mindestens 
2 Stunden bei RT. Um die Zellschichten des Tektums eindeutig identifizieren zu können, 
wurde anschließend noch eine Kernfärbung mit DAPI (1:1000, Sigma) durchgeführt. Die 
Kryoschnitte wurden mit einigen Tropfen Eindeckmedium (Fluoroprep, bioMérieux) unter 
Deckgläschen fixiert und über Nacht trocknen gelassen. Die photographische 
Dokumentation erfolgte wie zuvor beschrieben. 
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2.4  Quantifizierung der Separationsqualität 
 
Um die Güte der Zellseparation zu überprüfen, wurde der Anteil N-cadherin 
positiver Zellen in beiden MACS Fraktionen ermittelt. Dazu wurden sowohl von der N-
cadherin Färbung als auch der DAPI Kernfärbung Photos erstellt, wobei stets die gleiche 
Belichtungszeit für +MACS und –MACS Fraktion verwendet wurde. N-cadherin und 
DAPI Photo wurden anschließend in Photoshop (Version 6.0; Adobe) zusammengelegt, 
wobei das DAPI Bild zur Bestimmung der Zellzahl und Co-Lokalisierung der Zellen 
diente. Die Bilder der N-cadherin Färbung wurden zuerst invertiert und dann in binäre 
schwarz/weiß- Bilder konvertiert, wobei die Parameter für die Skalierung für alle Bilder 
stets konstant blieben. Auf diese Weise war es möglich das N-cadherin Signal jeder Zelle 
als schwarze Pixel zu sehen, während unspezifischer Hintergrund oder nicht gefärbte 
Zellen weiß erscheinen. Die Bestimmung der Fläche schwarzer Pixel pro Zelle diente 
somit als ein direkter Messparameter für die Stärke der N-cadherin Expression einer Zelle. 
Nachdem die Bilder maßstabsgetreu von einer Pixel- in eine µm-Skalierung konvertiert 
wurden, konnte nun für jede Zelle die Fläche schwarz gefärbter Pixel gemessen und mit 
der gesamt gemessenen Fläche in Relation gesetzt werden. Die Zellen wurden bereits 60 
min nach Aussaat fixiert und besaßen dadurch ein ausgeprägt sphärisches, rundes 
Erscheinungsbild. Daher konnte ein Kreis, der in Photoshop um jede zu messende Zelle 
gelegt wurde und der eine konstante Fläche von 50µm2 aufwies, als Referenzwert dienen.      
 
 
 
 
 
Abb. 2.2) Die beiden Farbkanäle des zusammengelegten RGB Bildes (A), blau und grün wurden in 
eine schwarz-weiß Binärskalierung konvertiert. Über den blauen Farbkanal (B, Kernfärbung) 
konnten die Zellen lokalisiert werden, über den grünen Farbbereich (C, N-cadherin Signal) erfolgte 
die Flächenbestimmung des N-cadherinsignals. In (C) sind zusätzlich die kreisförmigen 
Referenzflächen (50 µm2) dargestellt, mit deren Hilfe der Anteil des N-cadherins an der Zelloberfläche 
bestimmt wurde.   
(A) (B) (C) 
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2.4.1 Statistische Methoden 
 
Zellen wurden als „N-cadherin positiv“ bezeichnet, wenn der Anteil der schwarz 
gefärbten Fläche mehr als 0,5%  der Messfläche (50 µm2) betrug. Um Unterschiede 
hinsichtlich des Anteils positiver Zellen zwischen den beiden Fraktionen herauszufinden, 
wurden für jedes Experiment und jede MACS Fraktion jeweils 100 Zellen auf die oben 
beschriebene Weise ausgemessen. Insgesamt wurden vier Experimente mit Embryonen zu 
Stadium E10 gemacht. Um die Daten der verschiedenen Experimente zusammenfassen zu 
können, wurden folgende statistische Tests durchgeführt: die Daten jedes Experimentes 
wurden auf Normalverteilung getestet (Shapiro-Wilk Test). Anschließend wurden 
überprüft, ob sich die einzelnen Datenreihen der +MACS (bzw. der –MACS Fraktionen) 
untereinander signifikant unterscheiden (Kolmogorov-Smirnov Test). Da diese Hypothese 
nicht bestätigt wurde, konnten die Datenreihen aller Experimente zu einer einzigen 
Datenreihe zusammengelegt  werden.  
Mit diesem großen Datenpool wurde nun getestet, ob sich die Verteilung positiver 
und negativer Zellen zwischen +MACS und –MACS Fraktion unterscheidet (Mann Witney 
U-Test). Als weiterer Test wurde die gefundene Verteilung der Zelltypen in beiden 
Fraktionen mit der zu erwartenden Verteilung verglichen und auf signifikante Unterschiede 
hin überprüft (χ2 -Test).  
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2.5  Elektrophysiologische Untersuchungen 
 
2.5.1  Whole cell patch Ableitungen 
 
Es wurden Ableitungen von Zellen zwischen DIV 1 und DIV 15 bei RT 
durchgeführt. Als Ableitmedium diente extrazellulärer Puffer, der im Verhältnis von 1:1 
mit dem Medium der jeweiligen Zellkultur versetzt wurde. Auf diese Weise konnte ein 
Optimum an Stabilität und Überleben der Zellen außerhalb des CO2-Inkubators 
gewährleistet werden. Die Glassdeckgläschen wurden mit einer Pinzette in die mit 
Puffer/Mediengemisch gefüllte Ableitkammer transferiert. Dort konnten die Zellen für 
etwa 2-3 Stunden ohne weiteren Medienzufluss stabil gehalten und ihre elektrische 
Aktivität über die whole-cell-patch Technik aufgezeichnet werden. Die Ableitungen des 
Membranpotentials wurden mit Hilfe eines Intrazellulärverstärkers (SEC 05-LX , Npi) und 
Elektroden aus Borosilikatglas (GC-150F, Clark) durchgeführt. Die Elektroden wurden mit 
Hilfe eines Elektrodenpullers (DMZ-Universal-Puller, Zeitz bzw. PIP 5, Heka) gezogen 
und wiesen einen Widerstand von etwa 4 MΩ bis 10 MΩ auf, nachdem sie mit der 
Intrazellulärlösung befüllt worden waren. 
Die abgeleiteten Daten wurden mit einer Samplerate von 10kHz über eine DAQ-
Karte (PCI-6024E; National Instruments) digitalisiert und der Verlauf des 
Membranpotentials am Computer mit Hilfe von Labview (Version 4.0; National 
Instruments) dargestellt. In Labview wurden spezielle Skripte sowohl für Aufzeichnung 
und Darstellung des Dateninputs (Membranpotential) als auch zur Generierung des 
Datenoutputs (Stimulusgeneration) verwendet.  
Das Membranpotential wurde direkt nach Zustandekommen des whole-cell patch 
gemessen. Der Serienwiderstand wurde als annähernd das Doppelte des 
Elektrodenwiderstandes definiert und am Intrazellulärverstärker über eine 
Wheatstone’sche Brückenschaltung kompensiert. Der Membranwiderstand der Zelle 
konnte daraufhin mit Hilfe des Ohmsches Gesetzes (R=∆U/I) ermittelt werden, wobei ∆U 
die Differenz zwischen depolarisiertem Membranpotential bei Applikation des kleinsten 
Stimulus (z.B. 0,01nA) und dem Mittelwert des Ruhepotentials darstellt. Spontanaktive 
Zellen wurden durch Applikation eines hyperpolarisierenden Stromes auf ein 
Ruhepotential von -65mV gebracht. 
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2.5.2  Quantitative Analyse 
 
Die abgeleiteten Neurone wurden, wie in Abschnitt 3.1.7 beschrieben, nach ihrem 
Antwortverhalten den verschiedenen Zellklassen zugeordnet (Abb. 3.7). Zur quantitativen 
Analyse wurden daraufhin verschiedene Messparameter (Membranwiderstand, 
Aktionspotentialamplitude, -dauer und -maximum, Frequenz und Hyperpolarisations-
verhalten) zwischen den verschiedenen Zellklassen verglichen (zur Definition dieser 
Parameter siehe auch Abb. 3.7).  
Die Daten wurden jeweils auf Normalverteilung getestet (Shapiro-Wilk Test) und die 
Differenzen anschließend jeweils paarweise entweder über den Student’schen T-Test 
(Normalverteilung) oder den Mann-Whitney U-Test bzw. den Kolmogorov-Smirnov Test 
(nicht normal verteilte Daten) auf Signifikanz getestet.   
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2.6 Benutzte Chemikalien 
 
2.6.1  Zellkultur 
 
2.6.1.1  Zellkulturmedium 
 
 
 
 
 
 
 
 
 (mit * gekennzeichnete Komponenten werden nur zu separaten Untersuchungen verwendet) 
 
2.6.1.2  HBSS Stammlösung (10x) 
• 1,4 M NaCl 
• 50 mM KCl 
• 50 mM Glucose 
• 4 mM Na2HPO4  
• 100 mM HEPES 
• pH 7,4  
 
2.6.1.3  HBSS+ Puffer 
• 50 ml HBSS Stammlösung 
• 1 ml CaCl2 (1 M) 
• 0,5 ml MgCl2 (1 M) 
• Aq. dest. ad 500ml 
• PH 7,3 
 
2.6.1.4  10% BSA Lösung 
• 100g BSA  
• HBSS+ ad 1000ml 
Komponente  Konz. Hersteller 
DMEM/F12 Kulturmedium - Gibco 
B-27 Supplement Mediensupplement 1:50 Gibco 
BDNF* Wachstumsfaktor 1 ng/ml Gibco 
BFGF* Wachstumsfaktor 20 ng/ml Invitrogen 
BSA* Serum 0,5% Sigma 
FCS* Serum 10% Gibco 
NT-3* Wachstumsfaktor 50 ng/ml Reprotech 
Penicillin / Streptomycin Antibiotikum 20 U/ml Sigma 
                                                                                                            Material und Methoden 
20 
 
2.6.1.5  MACS Puffer 
• 2,5 ml 10%ige BSA Lösung 
• HBSS+ ad 50 ml 
 
 
2.6.2  Immuncytochemie 
 
2.6.2.1  Antikörper 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.6.2.2  Agenzien 
 
 
 
 
 
 
  
Epitop Wirt Klon Konz. Hersteller 
Calbindin Monocl. mouse CB-955 1:300 Sigma 
Calretinin polycl. rabbit - 1:1000 Sigma 
CNPase Monocl. mouse 11-5B 1:1000 Sigma 
CRABP1 Monocl. mouse C-1 1:500 Alexis Biochemicals 
GAD67 Polycl. Rabbit - 1 :200 Santa Cruz 
GFAP Monocl. mouse GA5 1:500 Sigma 
GFAP Monocl. mouse GA5 1:500 Chemikon 
KV 3.1 Polycl. rabbit - 1:1000 Alamone labs 
MAP2 Monocl. mouse HM-2 1:1000 Sigma 
N-cadherin Monocl. mouse FA-5 1:500 Sigma 
NF200 Polycl. Rabbit - 1:1000 Sigma 
NF200 Polycl. Rabbit - 1.500 Chemikon 
Synapsin I Polycl. rabbit - 1:500 Sigma 
Parvalbumin Monocl. mouse PARV-
19 
1 :500 Sigma 
Agenz Anwendung Konz. Hersteller 
Fuoroprep Eindeckmedium - Biomérieux 
Normal Goat Serum Serum 4 % Sigma 
Paraformaldehyd Gewebefixierung 4% Sigma 
Triton X-100 Detergenz 0,1 % Sigma 
                                                                                                            Material und Methoden 
21 
 
2.6.3 Elektrophysiologie 
 
2.6.3.1 Geräte & Software 
 
Gerät Typ Hersteller 
Intrazellulärverstärker SEC-05 LX Npi 
Oszilloskop Gould DSO 1504 
Mikroskop Axiovert 100 Zeiss 
Luftdruckgedämpfter Tisch FH3030-OPT Newport 
Data Aquisition Card PCI 6024-E National Instruments 
Elektrodenpuller  DMZ Universal Puller Leitz 
Elektrodenpuller PIP-5 Heka 
Datenaquise Labview 4.0 National Instruments 
Datenverarbeitung Matlab Mathworks 
Datenverarbeitung Excel Microsoft 
Statistik Sigma Plot 2001 SPSS 
Statistik Past 1.44 Hammer & Harper 
 
2.6.3.2 Extrazellulärpuffer 
• 140 mM NaCl 
• 1,5 MM KCl 
• 2,5 mM CaCl2 
• 1 mM MgCl2 
• 11 mM Glucose 
• 10 mM HEPES 
• pH = 7,4 
 
2.6.3.3 Intrazellulärpuffer 
• 100 mM K-Gluconat 
• 40 mM KCl 
• 10 mM HEPES 
• 0,1 mM CaCl2 
• 2 mM MgCl2 
• 1,1 mM EGTA 
• 2 mM Mg-ATP 
• pH = 7,2 
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2.6.4   Präparation von Astrocyten (abgeändert nach C. Richter-Landsberg) 
 
1. Präparation der Gehirne von zwei E21 Embryos. 
2. Abtrennen des Hirnstamms und des Kleinhirns (unter Binokular) in einer Schale 
mit DMEM/F12 (wahlweise mit 10% FCS Anteil). 
3. Überführen des Gehirns in eine Schale mit eiskalten DMEM/F12 (oder PBS) 
4. Separierung der beiden Hemisphären. 
Die Meningen und Blutgefäße müssen unter mikroskopischer Kontrolle mit feinen 
Pinzetten abgezupft werden. Dies ist besonders wichtig, da ansonsten leicht 
Fibroblasten die Überhand in der Kultur nehmen!! 
5. Die Hemisphären beider Gehirne (4 Stk.) werden zusammengefasst und in ein 15ml 
Zentrifugenröhrchen überführt, welches mit 5ml eiskaltem DMEM/F12 und 10% 
FCS Anteil befüllt ist. 
6. Ab nun unter sterilen Bedingungen bei RT weiterarbeiten (Cleanbench). 
7. Das Gewebe mechanisch disruptieren bis eine homogene Lösung erreicht ist. 
8. Bei 200x g und RT für 10min zentrifugieren 
9. Überstand verwerfen 
10. Resuspension des Pellets in 6ml DMEM/F12 +10% FCS 
 
Zellkultur 
Wachstumsmedium:  DMEM/F12 (high Glucose) 
    10% FCS 
    Pen/Strep 
 
1. Vorbereitung der Zellkulturflaschen: es werden 75cm2 Flaschen verwendet, die 
mindestens 1-2 Stunden (oder über Nacht) mit 10ml DMEM/F12 +10% FCS pro 
Flasche vorinkubiert werden. 
2. Zugabe von 3ml Zellsuspension pro Flasche (Äquivalent von einem Gehirn). 
3. Gut durchmischen und in den Brutschrank (5% CO2 Atmosphäre) überführen. 
In den folgenden 4 Tagen die Kultur weder anfassen, bewegen oder ansehen! 
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4. Die Neurone fangen an abzusterben. 
Astrocyten adhärieren an die unbeschichtete Oberfläche. 
Nach 4 Tagen sieht die Kultur noch sehr schlecht aus, aber man kann neben dem 
vielen Debris kleine, flache Zellen mit winzigen Fortsätzen erkennen, die sich 
adhäriert haben. 
5. Die Zellen sollten nach diesen 4 Tagen und dann zweimal die Woche gefüttert 
werden. 
6. Nach 7 bis 10 Tagen haben die Astrocyten eine flache Zellschicht (Monolayer) 
gebildet, auf der Mikroglia und andere Zellen aufsitzen.  
7. Die Astrocytenpräparation wird nun bei nur einer Kulturflasche vorgenommen, die 
anderen Flaschen können in ihrem Zustand mindestens 4 bis 5 Wochen gehalten 
werden. 
8. Die Flasche wird gegen die Tischplatte (o.ä.) geklopft und anschließend mit PBS 
gewaschen. Dann werden die Zellen mit Trypsin/EDTA abgelöst (5ml für ~5min) 
und zur Neutralisierung des Trypsins in 10ml DMEM/F12 +10%FCS 
aufgenommen. Diese Lösung wird bei 200x g für 10min zentrifugiert.  
9. Das Pellet wird in 40ml DMEM/F12 +10%FCS aufgenommen. 
10. Diese Lösung wird nun abhängig von ihrem Einsatzziel aufgebracht: 
11. 1-3ml pro 35mm Schale oder 5ml pro 10cm Schale. Die Menge der ausgebrachten 
Zellsuspension hängt dabei von dem Zeitpunkt ab, wann die Neurone zur Kultur 
hinzugefügt und wie lange diese Co-Kulturen gehalten werden sollen. 
 
 
Um fast ausschließlich Astrocyten zu behalten, sollte ein erster Medienwechsel 
bereits nach 2 Stunden stattfinden, weil Astrocyten die ersten sind, die sich 
adhärieren – andere Zellen werden also entfernt. 
 
Um einen konfluenten Zellrasen zu bekommen, sollte das Medium 10% FCS Anteil 
haben, Astrocyten haben eine wesentlich fibrillärere Struktur bei nur 0,5% FCS. 
Außerdem wachsen sie wesentlich schneller bei Beschichtung mit Poly-L-Lysin. 
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3. Ergebnisse 
 
3.1  Mischkultur 
 
3.1.1 Qualitative Beobachtung der Kultur 
 
Die Zellen des optischen Tectums wachsen und differenzieren sich innerhalb einer 
gemischten Primärzellkultur. Nach Gewebedissoziierung und Aussaat besitzen die meisten 
Zellen eine gleichförmig abgerundete Form ohne erkennbare Fortsätze. Während der ersten  
Stunden in vitro adhärieren die Zellen an den Untergrund, und nach 6 Sunden haben viele 
Zellen bereits deutliche Fortsätze 
gebildet (6h, weißer Pfeil). 24 
Stunden nach Ihrer Kultivierung 
sind diese Neurite weiter 
ausgewachsen (24h, weiße Pfeile) 
und die Ausprägung von axonalen 
Wachstumskegeln ist zu erkennen 
(24, schwarzer Pfeil). Einen Tag 
später haben die meisten 
benachbarten Zellen Kontakte über 
ihre Neurite ausgebildet (48h, weiße 
Pfeile), längere Primärprozesse sind 
dagegen nur vereinzelt zu sehen 
(48h, schwarzer Pfeil).  
Nach drei Tagen in vitro zeigen 
viele Zellen einen verzweigten 
Neuritenbaum und lange 
Primärneurite. Die Zellen können 
ab diesem Stadium morphologisch 
klar unterschieden werden: Zellen 
mit dichten Neuritennetz und ohne 
erkennbaren Primärneuriten (72h, 
weißer Pfeil),  
 
 
6h 24h 
 
 
48h 72h 
 
 
96h 168h 
Abb. 3.1: Darstellung des Kulturwachstums anhand 
typischer Zustände der Entwicklung. Morphologische 
Differenzierung sowie das Wachstum der Zellfortsätze sind 
deutlich zu sehen. Maßstab 50µm 
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Zellen mit ausgeprägtem Neuritenbaum und gut erkennbarem Projektionsaxon (72h, graue 
Pfeile), Zellen mit nur einem somatischen Primärneuriten (72h, gestrichelter Pfeil) sowie 
bipolar orientierte Zellen (72h, schwarzer Pfeil) sind bereits nach drei Tagen Entwicklung in 
vitro zu erkennen. Dieser morphologische Differenzierungsgrad bleibt während des 
weiteren Zellkulturwachstums konstant. Dies gilt nicht für das Wachstum der Neurite, die 
auch nach 4 Tagen in vitro (DIV) ein deutliches Längenwachstum erkennen lassen (lange 
Neurite nach 96h & 168h; weiße Pfeile). Während dieser Phase lagern sich einzelne Neurite 
zu Bündeln zusammen, die mehreren hundert µm lang werden können (96h & 168h; 
schwarze Pfeile) und weit entfernt liegende Zellcluster miteinander verknüpfen. 
 
3.1.2 Zellmorphologie 
 
Die Zellen haben nach drei Tagen in vitro einen deutlichen morphologischen 
Differenzierungsgrad erreicht. Nicht-neuronale Zellen und verschiedene neuronale 
Subtypen können über die Polarität des Zellsomas, Komplexität des Neuritenwachstums 
oder Symmetrieaspekte qualitativ differenziert werden.  
  
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.2 Morphologie unterschiedlicher Zelltypen. (A) Neuron mit 
gleichmäßig sprossenden Primärneuriten; (B) klar polarisiertes Neuron 
mit Neuritenbaum und gegenüberliegendem Axon; (C) unipolares Neuron 
mit nur einem somatischen Primärneuriten; (D) multipolares Neuron mit 
vielen Primärneuriten und langem Axonfortsatz; (E) multipolares Neuron 
ohne Axon; (F) Neuron mit symmetrischer Anordnung der 4 
Primärneurite, (G) bipolares Neuron; (H) Zelle mit 3 Primärprozessen; (I) 
Astrocyt; (J) Eine DiI Färbung verdeutlicht die feine Verästelung des 
Neuritenbaums. Maßstab 50µm; (G) & (I) 20µm     
(E) (F) 
(G) (H) (I) (J) 
(A) (B) (C) (D) 
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3.1.3 Quantifizierung morphologischer Parameter 
 
Die quantitative Analyse morphologischer Größen wie Zelldichte, Somafläche, 
Neuritenlänge und Verzweigungspunkte zeigt die Entwicklung der Zellen in vitro im 
Detail. Deutlich ist zu sehen, dass ein Großteil der Zellen sukzessiv abstirbt und nach 4 
Tagen nur noch 30% der ursprünglich aufgebrachten Zelldichte vorhanden ist (Abb. 3.3A). 
Die Somafläche der überlebenden Zellen variiert nur wenig über den Analysezeitraum der 
ersten 4 Tage (Abb. 3.3B), was vermuten lässt, dass das somatische Wachstum nach 1-2 
Tagen in Kultur abgeschlossen ist. Die überlebenden Zellen zeigen dagegen ein deutliches 
Längenwachstum der Neurite (Abb. 3.3C), ebenso wie die Komplexität ihres 
Neuritenbaumes (Abb. 3.3C) mit der Zeit steigt – beide Größen dienen als Indikator für 
Vitalität und Differenzierungsgrad der überlebenden Zellen.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.3 (A) Sukzessives Absinken der Zelldichte während der in vitro Entwicklung. (B) Nach 24 
Stunden in vitro findet kein signifikantes Somawachstum statt. (C) Das Neuritenwachstum setzt sich 
auch 4 Tage nach Aussaat noch fort. (D) Die Komplexität des Neuritenbaumes steigt mit 
forschreitender Zeit in vitro. (A: n=1588; B: n=120; C, D: n=40; A, C, D: Angabe der Mittelwerte  
±SEM; B: Angabe des Medians) 
(A) (B) 
(C) (D) 
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3.1.4 Immuncytochemische Charakterisierung 
 
Die immunfluoreszente Markierung charakteristischer Proteine erlaubt eine Identifizierung 
bestimmter Zellklassen und einige ihrer Subtypen. Generell lassen sich die Zellen der tektalen 
Zellkultur in 3 verschiedene Klassen einteilen: Neurone (Abb. 3.4 A), Gliazellen (Abb. 3.4 B, C) 
und weitere nicht-neuronale Zellen (ohne Abb.).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.4 (Immuncytochemische Identifizierung verschiedener Zelltypen zu unterschiedlichen 
Zeitpunkten der in vitro Entwicklung.  Bei Doppelfärbungen wird Kolokalisation wird durch 
die Farbe gelb angezeigt.  Die DAPI Färbung lässt alle Zellkerne blau fluoreszieren. Maßstab B 
& C = 20µm, sonst = 10µm 
CNPase 
Calbindin 
NF200 
GAD67 
NF200 
(A) (B) (C) 
(D) (E) (F) 
(H) (G) (I) 
N-cadherin 
RAR-β 
N-cadherin 
 
(J) (K) 
N-cadherin 
KV 3.1b 
(L) 
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Nervenzellen können durch die Expression des Intermediärfilamentes 
Neurofilament (NF200) charakterisiert werden, Gliazellen produzieren andere Filamente 
wie das Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP; Astrocytenmarker) oder Myelinproteine 
wie CNPase (Oligodendrocyten), die sie eindeutig identifizierbar machen. Als „nicht 
neuronal“ wurden jene Zellen eingestuft, die weder neuronale (MAP2, NF200) noch gliäre 
(GFAP, CNPase) Proteine exprimieren. Eine weitere Charakterisierung dieser Zellklasse, 
die sich wahrscheinlich aus Fibroblasten und Endothelzellen rekrutiert,  erfolgte nicht. 
Mittels der immuncytochemischen Analyse soll nachfolgend die Klasse der Neurone 
detaillierter beschrieben werden. Für das optische Tektum sind viele Proteine bekannt, 
deren Expression exklusiv in bestimmten Zelltypen oder Zellschichten nachgewiesen 
werden kann. Durch den Nachweis solcher Markerproteine in vitro wird eine 
Identifizierung neuronaler Subtypen auch innerhalb der Mischkultur möglich.  
Durch Doppelmarkierungen mit Neurofilament konnten Subklassen tektaler 
Neurone durch ihre spezifische Marker nachgewiesen werden (Abb. 3.5 D-I): KV3.1b 
(Schicht 10), Parvalbumin (Schicht 4 und 10), Calbindin (Schicht 5b und 6), CRABP-I 
(Schichten 3, 6 und 10), RAR-β (Schicht 13) sowie N-cadherin (Schicht 13). Das Protein 
GAD67, ein Hinweis für eine inhibitorische Funktion, wird ebenfalls in einer Subklasse 
von Neuronen exprimiert (Abb. 3.5 J). Der Nachweis von Synapsin-I demonstriert zudem 
die Präsenz von präsynaptischen Vesikelproteinen, was eine Ausbildung von Synapsen 
zwischen den Zellen vermuten lässt.  
Doppelmarkierungen mit Zelltyp-spezifischen Markern ermöglichen eine genauere 
Klassifizierung der vorhanden Zelltypen in vitro. So exprimiert eine Subpopulation von N-
cadherin positiven Zellen bei E8/DIV0 auch den Retinsäure Rezeptor RAR-β (Abb. 3.4 H, 
gelber Pfeil), umgekehrt produzieren aber nicht alle RAR-β positiven Zellen zu diesem 
Zeitpunkt N-cadherin (Abb. 3.4 H, weißer Pfeil). Gleiches gilt für KV3.1b positive 
Neurone. In einigen Fällen ist bei E8/DIV2 eine Koexpression von N-cadherin und dem 
KV3.1b Protein zu sehen (Abb. 3.4 L, gelber Pfeil), in den meisten Fällen aber haben N-
cadherin positive Neurone diese Form des schnellen Kaliumkanals (Abb. 3.4 D&L, weiße 
Pfeile) nicht.  
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3.1.5 Vergleich der Expression des Markerproteins CRABP-1 während der 
Entwicklung in vivo und in vitro 
 
CRABP-1 ist ein Markerprotein für eine Subpopulation von Zellen in vitro (Abb. 3.4G). 
Um festzustellen, ob die Expression ontogenetisch transient ist oder ob es sich um eine 
Zelltyp spezifische Expression handelt, wurden verschiedene Stadien der in vivo 
Entwicklung immuncytochemisch analysiert. CRABP-1 kann von E4 bis E21 eindeutig 
nachgewiesen werden. Es wird in verschiedenen Subpopulation von Zellen exprimiert 
(Abb. 3.5). Bereits an E4 produzieren Zellen aus Schicht I das Protein (Abb. 3.5A). 
Während der weiteren Entwicklung migrieren CRABP-1 positive Zellen aus Schicht I in 
sich neu bildende Zellschichten (Abb. 3.5B-D). Nach Ende des migratorischen Prozesses 
bei E16 ist die CRABP-1 Expression auf drei Schichten des SGFS (b, d, i) beschränkt 
(Abb. 3.5 F, Pfeile).  
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Abb. 3.5 Expression von CRABP-1 während der Entwicklung des optischen Tektums in 
vivo.  Neben den Bildern die jeweilige Zuordnung zu den anatomischen Schichten. (A)=E4; 
(B)=E6; (C)=E8; (D)=E12; (E)=E16; (D)=E21. Nomenklatur bis E16 nach Lavail & Cowan, 
ab E16 nach Cayal. P=Pia; NE=Neurales Epithelium; SO=Stratum opticum; A-J=SGFS, 
Stratum griseum fibrosum superficiale A-J; SGC=Stratum griseum centrale; SAC=Stratum 
album centrale; SGP=Stratum griseum prefundim; SFP=Stratum fibrosum prefundum; 
EP=Epithelschicht , Maßstab 20µm (A, B) oder 100µm (C-F) 
(A) (B) (C) 
(D) (E) (F) 
Ergebnisse 
30 
Um festzustellen, ob die Expression von CRABP-1 auch während der Entwicklung 
unter artifiziellen Bedingungen dauerhaft bleibt, wurde die tektale Kultur zu verschiedenen 
Zeitpunkten des Wachstums analysiert.  
Die Expression von CRABP-1 konnte vom ersten bis zum zehnten Tag der in vitro 
Entwicklung in einer Population von Zellen nachgewiesen werden (Abb. 3.6A-E). Die 
CRABP-1 positiven Neurone zeigten dabei zwischen den Analyse Zeitpunkten deutliche 
morphologische Wachstumsfortschritte (Abb. 3.6B-D), was die Folgerung zulässt, dass die 
Expression dieses Proteins auch in vitro nicht transient verläuft, sondern exklusiv 
bestimmten Zelltypen zugeschrieben werden kann (Abb. 3.5F).  Diese These wird durch 
die Tatsache unterstützt, dass sich in CRABP-1 positiven Zellen auch  KV3.1b nachweisen 
lässt (Abb. 3.6. H), dessen Expression durch die Shepherd’s Crook Neurone vivo 
demonstriert werden konnte (Wang et al, 2003).  
 
 
 
 
Abb. 3.6 A-E: 
Expression von 
CRABP-1 während der 
Entwicklung in vitro.  
 
(A)=DIV0; (B)=DIV1; 
(C)=DIV2; (D)=DIV4; 
(E)=DIV10;  
 
Maßstab 20µm  
  
 
Abb. 3.6 F-H: Die Ko-Lokalisation von CRAPB-1 und KV3.1b identifiziert den Zelltyp der 
Shepherd’s Crook Neuronen eindeutig.  Maßstab 10µm 
 
(A) (B) (C) 
(D) (E) 
(F) (G) (H) 
CRABP-1 KV 3.1b 
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3.1.6 Elektrophysiologische Eigenschaften der Zellen 
 
Neurone des optischen Tektums sind in vitro elektrisch aktiv und können 
Aktionspotentiale generieren. Die Ableitung der elektrischen Signale der Zellen 
demonstriert, dass es unterschiedliche Populationen von Neuronen in vitro gibt. Neurone 
können zu Populationen zusammengefasst werden, wenn sie bestimmte Charakteristika 
gemeinsam haben.  
Eine qualitative Klassifizierung erfolgt anhand des elektrischen Antwortverhaltens 
der Zellen, das durch die durch die sechs Kategorien unreif, entwickelnd phasisch, 
phasisch, entwickelnd tonisch, tonisch oder gedämpft beschrieben werden kann (Abb. 
3.7A-F). Die schematische Darstellung soll die qualitativen Unterschiede zwischen den 
Zellpopulationen demonstrieren. 
Weitere Informationen über die jeweiligen Zelltypen werden durch eine detaillierte 
Analyse des Aktionspotentials erfasst. Durch die vergleichende Betrachtung von 
Parametern wie Signalamplitude (Abb. 3.7G, Nettosignal), Signalbreite (Abb. 3.7G, Stern) 
und Steady State kann auf zelluläre Eigenschaften wie Kanalausstattung, 
Kanalzusammensetzung und Ionenverteilung geschlossen werden kann. Eine quantitative 
Analyse dieser Datenpunkte bestätigt die qualitative Einteilung der verschiedenen 
Zellklassen.  
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Abb. 3.7 Schematische Darstellung des 
Antwortverhaltens verschiedener Zellpopulationen (A-
F). Zusätzlich zur qualitativen Einteilung erfolgt eine 
detaillierte Analyse des Aktionspotentials (G). Die 
erfassten Parameter dienen der quantitativen Analyse 
(*)=Breite des Signals bei 50% Signalamplitude    
(A) (D) 
(E) 
(F) (C) 
(B) 
(G) 
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3.1.7 Qualitative elektrophysiologische Charakterisierung  
 
Abbildung 3.8 zeigt typische Beispiele von Neuronen, die nur mit einem Signal auf 
eine somatische Reizung reagieren. Als unreif werden jene Neurone bezeichnet, die kein 
oder nur ein sehr kleines aktives Signal produzieren können und während der restlichen 
Stimulusdauer mit konstant hoch depolarisiertem Membranpotential, dem Steady-state, auf 
den Reiz reagieren (Abb. 3.8A). Des weiteren zeichnen sie sich durch extrem hohe 
Eingangswiderstände aus, was der steile Abfall der Strom-Spannungskurve (Abb. 3.8B) 
bei kleinen hyperpolarisierenden Reizen zeigt. Im Vergleich zu unreifen Zellen ist bei sich  
entwickelnden, phasischen Zellen 
(Abb. 3.8C) vor allem das Steady-
State Potential auf einem deutlich 
niedrigeren Niveau. Daher fällt das 
eigentliche Amplitudenpotential 
auch größer aus, auch wenn es in 
den meisten Fällen die Null-Volt 
Linie nicht überschreitet.  
Ein weiterer klarer 
Unterschied zu unreifen Zellen ist 
im Verlauf der Strom-
Spannungskurve zu sehen (Abb. 
3.8D). Eine sich entwickelnde, 
phasische Zelle zeigt einen 
deutlich flacheren Verlauf im 
hyperpolarisierenden Bereich.  
Die diesem Phänomen 
zugrundeliegende, erhöhte 
Leitfähigkeit ist wahrscheinlich auf 
die Expression von 
repolarisierenden Kaliumkanälen 
zurückzuführen.  
 
 
 
 
Abb. 3.8 Neurone, die nur mit einem Aktionspotential auf 
somatische Strominjektion antworten. A, C & E stellen den 
Spannungsverlauf über die Zeit dar. B, D, & F sind die dazu 
korrespondierenden Strom-Spannungskurven 
(A) (B) 
(C) (D) 
(E) (F) 
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Zellen, die als phasisch klassifiziert wurden, setzen diesen Trend der 
Differenzierung fort. Im Vergleich zu den sich entwickelnden phasischen Zellen besitzen 
sie schnellere  Aktionspotentiale mit steileren Flanken zu beiden Seiten, die 
Aktionspotentiale erreichen höhere Spitzenwerte jenseits der Null-Volt Grenze und die 
Netto-Signale sind durch ein weiter reduziertes Steady-state Potential ebenfalls eindeutig 
größer (Abb. 3.8E, F).  
Klar von den phasischen Zellen sind 
wiederum jene Zellen zu 
unterscheiden, die mit mehreren 
Aktionspotentialen auf somatische 
Strominjektion reagieren (Abb. 3.9). 
Innerhalb dieser Gruppe tonisch 
antwortender Zellen können wieder 
bestimmte Subpopulationen qualitativ 
unterschieden werden. Eine 
Klassifizierung erfolgt nach den 
gleichen Prinzipien wie zuvor bei den 
phasischen Zelltypen, nur das es hier, 
durch die tonische Antwort bedingt, 
kein Steady-state Niveau gibt.  
Als erste Untergruppe sind die sich 
entwickelnden, tonischen Zellen zu 
nennen (Abb. 3.9A, B). Im Gegensatz 
zu reifen, tonischen Zellen (Abb. 
3.9D, E) besitzen sie eine relativ 
geringe Aktionspotentialamplitude. 
Deutlich ist auch ein Unterschied in 
der Signalbreite zu sehen.  
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.9 Neurone, die nur mit mehreren 
Aktionspotentialen auf somatische Strominjektion 
antworten. A, C & E stellen den Spannungsverlauf über 
die Zeit dar. B, D, & F sind die dazu korrespondierenden 
Strom-Spannungskurven 
(A) (B) 
(C) (D) 
(E) (F) 
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Während reife Zellen sehr schnelle Aktionspotentiale mit steilen Flanken haben, 
benötigen sich entwickelnde Zellen länger für De- und Hyperpolarisation. Ein weiterer 
Unterschied zwischen diesen beiden Untergruppen ist die Reaktion auf hyperpolarisierende 
Reize. So führt die Hyperpolarisation einer reifen Zelle zum einen zu einer schwachen 
Auslenkung des Membranpotentials und zum anderen hält sich das Membranpotential 
während des Stimulus auf einem stabilen Niveau. Eine unreife Zelle zeigt dagegen schon 
bei niedrigen hyperpolarisierenden Reizen eine starke Auslenkung des Membranpotentials, 
dass zudem auch während des Reizes einen stetigen Abfall erfährt (Abb. 3.9 A, B). Reife 
Zellen scheinen daher einen einwärts gerichteten Strom negativer Ladungsträger besser 
ausgleichen zu können als entwickelnde Zellen.  
Ein weiterer Zelltyp, der von den regulär tonischen Zellklassen unterschieden 
werden kann, wird als „gedämpft“ bezeichnet (Abb. 3.9E, F). Er zeichnet sich in erster 
Linie dadurch aus, dass er nur während der ersten Phase des Reizes aktiv reagiert und 
später ein Steady-state Potential erreicht, ähnlich den phasischen Zelltypen. Da gedämpfte 
Zelltypen über Merkmale verfügen, die differenzierten Zellen zugeschrieben werden - eine 
hohe Signalamplitude, ein hoher Aktionspotential-Spitzenwert und eine hohe 
Signalfrequenz - werden sie als separater Zelltyp eingeführt und nicht den sich 
entwickelnden, tonischen Zellen zugeordnet. 
Allen Zellen innerhalb der  Klasse tonischer Zelltypen ist gemeinsam, dass sie 
einwärts gerichtete, hyperpolarisierende Ströme nicht so effektiv kompensieren können 
wie die beiden phasischen Zelltypen (Abb. 3.8C-F). Sowohl die sich entwickelnden, als 
auch die reifen und gedämpften, tonischen Zellen zeigen in ihren Strom-Spannungskurven 
steile Abfälle im hyperpolarisierenden Bereich (Abb. 3.9A-F). 
Die Gesamtpopulation der abgeleiteten Zellen setzt sich zu gleichen Teilen  aus tonisch 
und phasisch antwortender Zellen zusammen (jeweils 41,25%). Die sich entwickelnden 
Zelltypen haben dabei einen Anteil von 
26,25% (phasisch) bzw. 21,25% (tonisch) 
an der Gesamtpopulation. Lediglich 15% 
sind ausdifferenziert phasische Zellen, reife 
tonische Zellen sind dagegen mit 20% 
Anteil etwas häufiger zu beobachten. Der 
kleinste Anteil fällt mit 6,25% auf die 
gedämpften Zellen, und 11,25% aller Zellen 
gehören zum unreifen Zelltyp.  
 
Abb. 3.10 Anteile der verschiedenen Zelltypen an 
der Gesamtzellpopulation. (n=80) 
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Erfolgt die Entwicklung in die verschiedenen Zelltypen in vitro oder sind alle 
Zelltypen bereits von Beginn der Kultur an vorhanden? Zu verschiedenen Zeitpunkten des 
Kulturwachstums wurden die Zellen elektrophysiologisch untersucht und qualitativ 
klassifiziert. Neben der Entwicklung und Reifung der gesamten Zellpopulation in Kultur 
sollen auch die Unterschiede bei den verschiedenen Zelltypen analysiert werden.  
Der Zeitverlauf (Abb. 3.11) zeigt deutlich, dass zu Beginn der Kultivierung (frühe 
Phase) ausschließlich unreife und sich entwickelnde Zellen in der Kultur zu finden sind. 
Erst in der mittleren Phase (ab einem Alter von 14 Tagen) können die ersten ausgeprägt 
reifen Zelltypen (phasisch, tonisch und gedämpft) beobachtet werden. In dieser Phase sind 
keine unreifen Zellen mehr zu sehen, und die Anzahl der sich entwickelnden Zellen ist 
deutlich zurück gegangen. In der späten Phase der Kultur (ab Tag 19) nimmt der Anteil der 
reifen Zellen aber wieder ab und stattdessen steigt die Anzahl der Zellen, die sich erneut 
oder noch immer im Zustand der Reifung befinden. Der Rückgang differenzierter Zellen 
zu diesem Zeitpunkt könnte ein Hinweis auf eine mangelnde Vitalität der Zellen bzw. 
unzureichende Kulturbedingungen sein, auf Grund derer differenzierte Zellen absterben 
oder in ihrer Funktionalität beeinträchtigt ist. 
 
 
 
Abb. 3.11 Zeitverlauf des in vitro Wachstums und Aufkommen der verschiedenen Zelltypen. Nach der 
frühen Phase des Kulturwachstums ist deutlich ein Übergang von sich entwickelnden Zelltypen hin zu 
reifen Zelltypen zu beobachten. Diese Entwicklung kehrt sich in der späten Phase der Kultur aber 
wieder um, so dass erneut  ein höherer Anteil von entwickelnde Zelltypen zu beobachten ist. (n=80)  
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3.1.8 Quantitative elektrophysiologische Analyse  
 
Der Eingangswiderstand der Zelle ist eine Kenngröße für die Beschaffenheit und 
Kanalausstattung der Membran. Im Laufe der Reifung werden zunehmend mehr 
Ionenkanäle in die Membran eingebaut, so dass Unterschiede des Membranwiderstandes in 
erster Linie auf verschiedene Entwicklungsstadien der Zellen zurückgeführt werden 
müssen. Allerdings kann auch die spezifische Ionenkanalausstattung verschiedener 
Zelltypen für diese Unterschiede verantwortlich sein.  
Für tektale Zellen in vitro kann gezeigt werden, dass sich mit zunehmendem Alter 
(Embryonalstadium bei Präparation + Tage in vitro) ihr Membranwiderstand deutlich 
verringert (Abb. 3.12A). Die verbesserte Leitfähigkeit älterer Zellen ist ein Hinweis auf 
Reifungsprozesse in vitro. Der Eingangswiderstand unreifer Zelltypen ist signifikant 
größer als bei den anderen Zelltypen (Abb. 3.12B, 1827 ±198 MΩ; p<0,05; t-test) und die 
ausgereiften Zellen (phasisch: 770 ±95MΩ; tonisch 975 ±62MΩ, gedämpft 809 ±127MΩ) 
haben signifikant geringere Widerstände (p<0,05; t-test) als die sich entwickelnden (entw. 
phasisch: 1285 ±144 MΩ); entw. tonisch: 1188 ±106 MΩ). Mit zunehmender 
Differenzierung verringert sich also der Membranwiderstand der Zellen signifikant.   
Allerdings sind tonische und phasische Zellen, sowohl im sich entwickelnden, als 
auch im ausdifferenzierten Zustand anhand ihres Widerstandes nicht voneinander zu 
unterscheiden. Der Eingangswiderstand scheint daher kein geeignetes 
Unterscheidungskriterium für differenzierte Zelltypen in vitro zu sein. Er ist jedoch ein 
geeigneter Parameter, um verschiedene Stadien der Zellreifung voneinander zu 
unterscheiden.  
 
 
 
Abb. 3.12 Entwicklung des Eingangswiderstandes. (A) Korrelation von steigendem Alter der Zellen 
und Abnahme des Widerstands. (B) Eingangswiderstände der verschiedenen Zelltypen. Steigender 
Differenzierungsgrad korreliert mit Abnahme des Widerstands. Signifikante Unterschiede sind mit * 
gekennzeichnet (p<0,05; t-test; n=80)     
* * * * 
(A) (B) 
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Das Maximum eines Aktionspotentials ist ein weiterer Parameter zur quantitativen 
Analyse der Zellkulturentwicklung und Differenzierung. Der maximale Wert, den ein 
Aktionspotential erreichen kann, hängt von der Verteilung der Ionen über der Membran ab. 
Je schneller die Na/K ATPase das Konzentrationsgefälle für Natrium und Kalium aufbaut 
und stabil hält, desto größer ist das Umkehrpotential für Natrium und damit das Maximum 
des Aktionspotentials. 
 Vergleicht man die Maxima der Signale in der Gesamtpopulation aller Zellen, so 
lässt sich keine Entwicklung feststellen (Abb. 3.13A). Die Zellen scheinen mit steigendem 
Alter keine höheren Aktionspotential-Maxima auszubilden. Ordnet man die Spitzenwerte 
den einzelnen Subklassen zu, finden sich allerdings signifikante Unterschiede (Abb. 
3.13B).  Die sich entwickelnden Zellen (entw. Phasisch: -3,0 ±1,8mV; entw. tonisch:0,8 
±2,5mV) haben signifikant niedrigere Signalmaxima als die differenzierten Zellen 
(Phasisch: 2,8 ±1,7mV; tonisch:15,3 ±1,4mV) und phasische Zelltypen erreichen generell 
nur niedrigere Aktionspotentialmaxima als tonische Zelltypen (n=80; p<0,05; t-test). 
Signifikant verschieden von den tonischen Zelltypen, aber nicht deutlich unterscheidbar 
von der Population der phasischen Zelltypen, finden sich die gedämpften Zelltypen 
wiederum in der Mitte der ausdifferenzierten Zellen wieder. 
 Durch den hohen Eingangswiderstand unreifer Zellen erfährt das 
Membranpotential eine starke Auslenkung bei Strominjektionen, ein Offsetpotential 
überdeckt das kleinere aktive Signal und täuscht damit hohe Potentialmaxima vor. Das 
Signalmaximum ist daher ein ungeeigneter Parameter um die Kulturentwicklung im 
Gesamten  quantitativ zu erfassen. Für die Unterscheidung zwischen differenzierten 
Zellpopulationen kann dieser Parameter allerdings herangezogen werden. 
 
 
 
Abb. 3.13 (A) Entwicklung der Aktionspotentialspitzenwerte über die Zeit. Es scheint keine 
Entwicklung zu stattzufinden. (B) Zuordnung der Spitzenwerte zu den verschiednen Zellklassen. Hier 
werden unterschiedliche Entwicklungsstufen erkennbar 
(A) (B) 
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Eine genaueres Unterscheidungsmerkmal der verschieden Entwicklungsstufen und 
Zellklassen ist die Differenz von Aktionspotentialamplitude und dem Wert der 
Hyperpolarisation, die auf das erste Aktionspotential erfolgt („Netto-Signal“). So werden 
sowohl Natrium- als auch Kaliumleitfähigkeiten der Zellen  analysiert und miteinander 
verglichen. Signalamplitude sowie Signalbreite der Aktionspotentiale sind damit 
Parameter, die den Reife- als auch den  Differenzierungsgrad der Zellen widerspiegeln 
können.  
Die Quantifizierung demonstriert anschaulich die negative Korrelation der 
Signaldauer zu dem Alter der Zellen (Abb. 3.13A). Nicht eindeutig ist die Entwicklung der 
Signalamplitude über die Zeit, dennoch existiert ein Trend zur Zunahme der Amplitude mit 
steigendem Alter der Zellen (Abb. 3.13C). Zusammen mit der Entwicklung des 
Membranwiderstandes lässt sich daher eine generelle Reifung der kultivierten Neurone 
annehmen.  
Die verschiedenen Klassen der abgeleiteten Neurone unterscheiden sich signifikant 
hinsichtlich Signaldauer und -amplitude (Abb. 3.13 B&D; p<0,05; t-test). Am 
eindeutigsten ist dies beim unreifen Zelltyp (Signalbreite: 8,5 ±1,0ms; Signalamplitude: 
17,5 ±1,9mV) zu sehen.  
 
 
 
 
Abb. 3.14 Entwicklung der Signalbreite und Signalamplitude als Reifungsprozess (A&C) und bezogen 
auf die Differenzierung der unterschiedlichen Zelltypen (B&D) 
*
*
*
*
*
*
(A) (B) 
(C) (D) 
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Nicht so augenfällig, aber ebenso signifikant verschieden hinsichtlich Signaldauer 
und -amplitude sind die sich entwickelnd phasischen (5 ±0,2ms; 38,4 ±2,2mV) und 
tonischen Zellen (4,4 ±0,4ms, 51,3 ±2,9mV) ) von ihren ausdifferenzierten Subtypen. 
Auch diese Entwicklung ist ein deutlicher Hinweis auf einen Reifungsprozess in vitro. 
Allerdings sind sie auch untereinander signifikant verschieden und dieser Unterschied 
scheint nicht reifungsbedingt, sondern ein Zelltyp-spezifisches Unterscheidungsmerkmal. 
Wie schon die qualitative Analyse ergab, sind tonische Zelltypen generell schneller und 
besitzen zudem die größere Signalamplitude gegenüber den phasischen Zellen. Ebenso wie 
die unausgereiften, unterscheiden sich auch die ausdifferenzierten phasischen (3,3 ±0,2ms; 
48,1 ±2,3mV) und tonischen (2,5 ±0,2ms; 70,1 ±1,8mV) Zelltypen in beiden Parametern 
signifikant voneinander. Die gedämpften Zelltypen (3,0 ±0,4ms; 56,9 ±4,2) sind statistisch 
nicht von den phasischen und tonischen Populationen zu unterscheiden. Sie liegen von 
ihren Werten her genau im Schnittmengenbereich der  Zellklassen. Lediglich in ihrer 
Amplitude unterscheiden sie sich von den tonischen Zelltypen, welche die größten 
Signalamplituden zeigen. 
Trägt man Signaldauer und Signalamplitude gegeneinander auf, werden die 
Unterschiede der verschiedenen Zellklassen deutlich (Abb. 3.14, Kreise). Die gedämpft 
reagierenden Zelltypen sind über diese Parameterkombination nicht eindeutig zugeordnet 
und lassen sich in beiden Populationen (tonisch und phasisch) finden.    
 
 
 
Abb. 3.15 Unreife, tonische und phasische Zelltypen unterscheiden sich in der 
Ausprägung ihrer Signale. Tonische Zellen haben signifikant größere und 
schnellere Aktionspotentiale als phasische reagierende Zellen. Die 
verschiedenen Populationen sind durch Kreise gekennzeichnet. 
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 Nachfolgend soll die Klasse der tonischen Zellen näher analysiert werden. Hier  
können weitere Unterschiede zwischen den Zellpopulationen festgestellt werden, die eine 
Klassifizierung in die Untergruppen rechtfertigen. So lassen sich die gedämpften Zelltypen 
durch Parameter wie Antwortfrequenz und Amplitudengröße von sich entwickelnden 
Zellen abgrenzen (Abb. 3.16B). Des weiteren werden Unterschiede im tonischen 
Antwortverhalten der Zelltypen im Laufe der in vitro Entwicklung aufgezeigt (Abb. 
3.16A). Die ausdifferenzierten tonischen Zellen zeigen während ihrer Entwicklung eine 
deutliche Zunahme der Antwortfrequenz, ein Trend, dessen Ausprägung sich bei den sich 
entwickelnden Zellen nur schwach zeigt. Die Spikefrequenz der gedämpften Zellen scheint 
dagegen im Laufe des Alterns leicht abzunehmen. Im Mittel unterscheidet sich die 
maximale Antwortfrequenz der sich entwickelnden Zellen (36,1 ±1,3Hz) signifikant 
(p<0,05, t-test) von der beiden anderen Zelltypen (Abb. 3.16B). Hinsichtlich ihrer 
Maximalfrequenz sind tonische (45,3 ±3,1Hz) und gedämpfte (50,7 ±5,7Hz) Zellen 
hingegen nicht zu unterscheiden. Dies lässt allerdings die Schlussfolgerung zu, dass beide 
Zelltypen  ausgereifte Zellklassen darstellen. 
 
 
 
 
 
Ab. 3.16 Entwicklung des tonischen Antwortverhaltens bei den verschiedenen Zelltypen. (A) Die 
Intensität der tonischen Antwort in Abhängigkeit vom Reizstimulus und (B) in Abhängigkeit vom Alter 
der Zellen. (C) Differenzierte tonische und gedämpfte Zellen feuern signifikant schneller als sich 
entwickelnde Zelltypen.  
(A) (B) 
(C) (D) 
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Eine Zunahme der applizierten Stromstärke bewirkt bei ausgereiften tonischen 
Zelltypen eine Erhöhung der Aktionspotentialfrequenz, während unausgereifte Zellen hier 
schnell ihre physiologischen Grenzen erreichen. Abbildung 3.16C demonstriert diesen 
Zusammenhang. Eine deutliche Ausnahme bilden hier die gedämpften Zellen, die keine 
eindeutige Abhängigkeit vom Reizstrom zeigen.   
Tonische Zellen besitzen die größten Signalamplituden (siehe Abb. 3.14D). Eine 
Auftragung der Maximalfrequenz gegen die Signalamplitude ermöglicht eine klarere 
Gruppierung der unterschiedlichen Zelltypen (Abb. 3.16D). Deutlich ist zu sehen, dass die 
sich entwickelnden Zellen vor allem hinsichtlich ihrer Signalamplitude, aber nur kaum in 
ihrer Maximalfrequenz streuen. Die differenzierten Zellen der klassisch tonischen 
Kategorie stehen senkrecht zu dieser Verteilung (Abb. 3.16D, Kreise). Ihre Werte variieren 
vor allem hinsichtlich der Maximalfrequenz, sehr konstant sind dagegen die Amplituden 
der Aktionspotentiale. Die tonischen Zelltypen mit gedämpftem Antwortverhalten fallen 
hier erneut durch ihre Heterogenität auf. Sie lassen sich in beiden Gruppen finden, doch 
keiner der Populationen eindeutig zuordnen.  
Um diesen Zelltyp näher zu analysieren, wurde das Dämpfungsverhalten der Zellen 
untersucht. Als ein Klassifikationsmerkmal wurde die Potentialdifferenz herangezogen, 
welche die Differenz der Maximalamplitude des ersten ausgelösten Aktionspotentials zu 
derjenigen des letzten messbaren Aktionspotential darstellt. Je größer dieser Wert, desto 
stärker ist die Dämpfung der Zelle (Abb. 3.17). Allerdings lässt dieser Wert alleine noch 
keine Unterscheidung zwischen einer unreifen Zellen und einem gedämpft antwortendem 
Zelltyp zu. Daher wird die verstrichene Zeit zwischen erstem und letztem Aktionspotential 
als zweites Klassifikationsmerkmal ermittelt. Je kürzer der Zeitintervall zwischen erstem 
und letztem ausgelösten AP, desto stärker dämpft die Zelle.  
 
 
 
Abb. 3.17 Potentialdifferenz vom ersten zum letzten Signal bei tonischen Zelltypen. (A) Auftragung 
gegen die Zeit, die zwischen erstem und letztem Signal liegt. (B) Deutlich ist zu erkennen, dass 
gedämpfte Zelltypen eine eigene Zellpopulation bilden. 
(A) (B) 
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Es ist zu beobachten, dass unreife, tonische Zellen über lange Zeit einen Stimulus 
mit Aktionspotentialen beantworten können, während reife, aber gedämpft antwortende 
Zellen schon nach deutlich kürzerer Zeit aufhören, Aktionspotentiale zu generieren (Abb. 
3.17A). 
Durch die beiden Parameter „Potentialdifferenz“ und „Aktivzeit“ lassen sich nun 
klar drei tonische Zellpopulationen unterscheiden (Abb. 3.17A). Die ausdifferenzierten 
Zellen des klassisch tonischen Subtyps zeigen erwartungsgemäß die geringste 
Potentialdifferenz und damit die größte Konstanz in ihren Aktionspotentialen (7,1 
±1,1mV). Hierzu passt, dass dieser Subtyp über gesamte Dauer des Stimulus (200ms 
Dauer) Aktionspotentiale erzeugt (163,6 ±6,9ms vergehen vom Maximum des ersten 
Aktionspotentials bis zum letzten). Entwickelnde Zellen des klassisch tonischen Subtyps 
unterscheiden sich hinsichtlich Potentialdifferenz (15,8 ±2,3mV) und Dauer der tonischen 
Antwort (133,8 ±10,9ms) signifikant von den ausgereiften Zellen (p<0,05; t-test). Am 
deutlichsten grenzt sich jedoch die Population der gedämpften Zellen ab (p<0,05; U-test). 
Sie zeigen eine extrem starke Abschwächung der Aktionspotentiale (36,9 ±2,9mV) und 
antworten nur innerhalb eines kurzen Zeitfensters zu Beginn des Stimulus (81,4 ±9,9ms).  
Der Dämpfungsquotient verdeutlicht diesen Zusammenhang und die Einteilung in 
drei tonische Subklassen nochmals (Abb. 3.18B). Je kleiner der Quotient von 
Potentialdifferenz und Zeitintervall, desto konstanter hält die Zelle das Niveau der 
Aktionspotentialamplituden über die Reizdauer. Hinsichtlich der Potentialdifferenz auf 
individuellen Niveau häufig nicht klar von unreifen Zelltypen abzugrenzen (Abb. 3.17A), 
lassen sich die gedämpft tonischen Zellen von allen anderen tonischen Zelltypen in ihrem 
Dämpfungsverhalten klar und signifikant unterscheiden (Abb. 3.18; p<0,05; U-test).     
  
 
 
 
Abb. 3.18 Dämpfungsverhalten der verschiedenen tonischen Zelltypen. (A) Durch ihr 
Dämpfungsverhalten ist die Zellpopulation der gedämpften Zellen eindeutig identifizierbar (B) 
Signifikant sind die Unterschiede zu den beiden anderen Zellklassen der tonischen Zellen.   
(A) (B) 
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3.1.9 Spontanaktivität 
 
Spontanaktives elektrisches Verhalten von Neuronen in vitro wird häufig als 
Gradmesser für Vitalität, Synaptogenese und Synchronisierung der Kultur verwendet 
(REF). In der tektalen Zellkultur konnte spontanaktives Verhalten in einigen Zellen 
nachgewiesen werden (Abb. 3.19). Deutlich ist zu sehen, dass Spontanaktivität durch eine 
Elevation des Membranpotentials verursacht wird. Diese Depolarisation erfolgt entweder 
punktuell durch exzitatorische postsynaptische Potentiale (Abb. 3.19A) oder über eine 
länger andauernde Depolarisierung der Membran (Abb. 3.19B). Durch Hyperpolarisation 
wird das spontane Entladen der Membran unterbunden (Abb. 3.19C). Eine Unterscheidung 
zwischen wirklicher Spontanaktivität der Zelle und Netzwerkaktivität, also einer 
synaptischen Übertragung von Signalen einer anderen Zelle, kann im Rahmen diesen 
Projektes nicht vorgenommen werden.  
Der Nachweis spontanaktiver Zellen dient hier daher nur als qualitatives Zeichen 
neuronaler Differenzierung und Reifung in Kultur.    
 
  
 
 
 
Abb. 3.19 Spontanaktivität verschiedener 
Zelltypen. (A) Gedämpfter Zelltyp mit 
singulären Aktionspotentialen, die auf EPSPs 
folgen - DIV6. (B) Entwickelnd tonischer 
Zelltyp, der durch eine dauerhafte Anhebung 
des Membranpotentials mit einer Serie von 
Aktionspotentialen reagiert - DIV10. (C) 
Durch Hyperpolarisierung wird das 
spontanaktive Verhalten geblockt - DIV6. 
(A) (B) 
(C) 
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3.2 Selektion neuronaler Subtypen 
 
Bislang haben sich die Beobachtungen zur Entwicklung und Identifikation von 
Zelltypen auf ein gemischtes Kultursystem bezogen, d.h. dass neben Gliazellen auch 
zahlreiche unterschiedliche neuronale Subtypen darin enthalten waren. Eine Identifikation 
dieser Subtypen kann innerhalb dieses Systems allerdings nur nachträglich erfolgen (siehe 
Abschnitte 3.1.2; 3.1.4; 3.1.6), eine gezielte Manipulation und Analyse eines bestimmten 
Zelltyps ist nicht möglich. Um diesen Nachteil einer Mischkultur zu beseitigen und die 
Entwicklung ausgewählter neuronaler Zelltypen in Kultur beobachten zu können wurde 
mit der antigenspezifischen Magnetseparation eine Methode etabliert, welche die Selektion 
definierter Zellpopulationen ermöglicht. Als ein geeignetes Selektionsmerkmal für diese 
Auftrennungsmethode wurde die zelltypspezifische Expression des Adhäsionsmoleküls N-
cadherin gewählt. 
 
 
3.2.1 N-cadherin als Selektionsmarker 
 
Die N-cadherin Expression im optischen Tektum ist bereits gut untersucht worden 
(Redies et al, 1993; Wöhrn et al, 1998). Das N-cadherin Transskript wird in vielen 
verschiedenen Zelltypen im Lauf ihrer Entwicklung gebildet. Erst in späteren Stadien ist 
die Expression auf bestimmte Zelltypen in der Schicht SGC festgelegt. In diesen Studien 
wurde die N-cadherin Expression allerdings nur über den Nachweis des RNA 
Transskriptes untersucht. Ein Nachweis des Proteins während der Ontogenese des Tektums 
fehlte bislang. Im Rahmen dieses Projektes konnte das N-cadherin Protein durch 
immunhistochemische Analyse des Tektums bereits im Entwicklungsstadium E10 
(Präparationszeitpunkt) eindeutig nachgewiesen werden (Abb. 3.20). Auf den ersten Blick 
scheint es allerdings zu diesem frühen Zeitpunkt nicht möglich, die Distribution der 
Expression auf einen bestimmten Zelltyp zu beschränken, da in den meisten Schichten eine 
Färbung gegen das N-cadherin Protein zu sehen ist. Bei genauerer Betrachtung lässt sich 
jedoch feststellen, dass hauptsächlich in Schicht IV und zusätzlich noch in den Schichten 
III, V und VII somatisches N-cadherin Signal zu erkennen ist (Abb. 3.20 A, D; Pfeile). In 
allen weiteren Schichten, in denen sich N-cadherin nachweisen lässt, wurden Neurite und 
Axone angefärbt, aber Zellsoma sind dort eindeutig nicht zu erkennen (Abb. 3.20 A, C; 
Pfeilspitzen).  
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Die größte Anteil dieser N-cadherin positiven Zellen liegt in Schicht IV, die das 
zukünftige Stratum griseum centrale (SGC) darstellt. Es ist bekannt, dass ein bestimmter 
Typ der Projektionsneurone aus dieser Schicht (SGC Typ-I) N-cadherin als axonales 
Lenkungsmolekül und Stabilisator für synaptische Verbindungen exprimiert. Daher wird 
angenommen, dass zu diesem frühen Stadium vor allem diese Neurone N-cadherin 
produzieren, weil ihr axonales Wachstum bereits ab E8 zu beobachten ist (Wu et al; 2000).    
    
 
Ein weiterer Sachverhalt macht N-cadherin zu einem hinreichenden guten Protein 
zur Selektion spezifischer Zelltypen. Da während der Gewebedissoziation alle Neurite vom 
Zellsoma entfernt werden und die Zellen nach Triturierung als sphärische Kugeln 
vorliegen, ist ausschließlich die Expression von somatischen N-cadherin wichtig für den 
Selektionsprozess über die MACS.   
 
Abb. 3.20 Distribution von N-cadherin im optischen Tektum bei E10; (A, C und D) zeigen die N-
cadherin Expression; (B) stellt das dazu korrespondierende DAPI Signal dar. Die Nomenklatur und 
Einteilung in 10 Schichten erfolgte nach LaVail und Cowan (1971); Die Pfeile zeigen somatisches N-
cadherin Signal in Schicht IV, der sich entwickelnden SGC Schicht. Die Pfeilspitzen zeigen N-cadherin 
Protein in den Neuriten der tektalen Zellen in Schicht VI-IX. N-cadherin positive Zellen in Schicht III 
und V sind mit Sternen markiert.  (Maßstab=80µm für A und B; 40µm für C und D) 
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Eine fortwährende N-cadherin Expression kann auch in kultivierten Neuronen 
nachgewiesen werden, wie schon in Abschnitt 3.1.4 angedeutet (Abb. 3.5 H, I, L). Eine 
chronologische Analyse immuncytochemischer Färbungen legt dabei nahe, dass sowohl 
die Produktion des Proteins im Soma als auch dessen Umverteilung vom Soma in die 
Neurite während der in vitro Entwicklung stattfindet (Abb. 3.21 A-C). Das ist wichtig für 
die Qualität der Zellselektion bei der MACS, da es zeigt, dass N-cadherin nach 
Gewebedissoziation und der damit einhergehenden Zellverletzung nicht abgebaut wird. 
 
 
Abb. 3.21 Entwicklung der N-cadherin Verteilung in vitro. 
(A) Nach DIV0 ist N-cadherin nur im Soma nachzuweisen 
(B) Nach 2 Tagen in vitro (DIV2) lassen sich erste 
neuronale Marker feststellen (rot), gelbe Bereiche 
markieren Kolokalisation und demonstrieren die 
sukzessive Verteilung des Proteins im Cytosol (C) An 
DIV7 ist deutlich zu sehen, dass die N-cadherin Cluster 
sich entlang der Neurite verteilt haben. Zusätzlich ist in 
einigen Bereichen die enge Nachbarschaft zu synaptischen 
Vesikelproteinen sichtbar, was auf eine Stabilisierung von 
Synapsen schließen lässt, wie es in vivo nachgewiesen 
werden konnte. (Maßstab 10µm) 
 
 
 
Die chronologische Verteilung von N-cadherin ähnelt der Situation wie sie im 
Gewebepräparat nachgewiesen werden konnte. Vom Soma aus wandern die N-cadherin 
Proteine in die Dendriten und Axone der entsprechenden Zelltypen. Im Axon dienen sie 
dabei als Wegfindungsmoleküle, in den Dendriten als Stabilisatoren der synaptischen 
Verbindungen. Auch in vitro ist diese Wanderung der N-cadherin Cluster zu beobachten 
(Abb. 3.21), ebenso wie N-cadherin und Synapsin-I häufig an benachbarten Stellen 
nachgewiesen werden können, was auf die Ausbildung und Stabilisierung von Synapsen 
hindeutet (Abb. 3.21 C, Ausschnitt mit Pfeilen). 
   
(C) 
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3.2.2 Fraktionierung der Gesamtzellpopulation durch Magnetseparation   
 
Die Magnetseparation wurde mit monoclonalen Antikörpern gegen die 
extrazelluläre Domäne des N-cadherins durchgeführt und ergab zwei unterschiedliche 
Zellfraktionen. Dabei wurden 18,52 ±0,93% der gesamten Zellpopulation innerhalb der 
Magnetsäule zurückgehalten. Diese Zellfraktion wird als +MACS Fraktion bezeichnet. Die 
Gesamtpopulation aller Zellen hatte eine Konzentration von 1,3 × 107 ±0,15 Zellen/ml. 
(+MACS: 2,05 × 106 ±0,19 Zellen/ml). Die Spezifität des Antikörper wurde in einigen 
Kontrollexperimenten gezeigt. So konnten keine Zellen in der +MACS Fraktion 
nachgewiesen werden, wenn kein Primärantikörper (α-N-cadherin) eingesetzt wurde. 
Damit konnte die unspezifische Bindung des zweiten Antikörpers ausgeschlossen werden. 
Des weiteren wurde überprüft, ob die Zellen selbst unspezifisch innerhalb der Magnetsäule 
adhärieren können, indem der mit Eisenkügelchen gekoppelte Zweitantikörper 
weggelassen wurde. Auch in diesem Fall waren keine Zellen in der +MACS Fraktion 
sichtbar. 
Nach dem Separationsprozess und der getrennten Kultivierung erfolgte 30 Minuten 
später die Fixierung und immuncytochemische Analyse der Zellen. Dieser frühe Zeitpunkt 
wurde gewählt, um sicher zu stellen, dass alle N-cadherin Epitope, die während der 
Separation erkannt wurden, auch noch vorhanden sind. Internalisierung oder Ausdünnung 
des N-cadherin Signals durch das Zellwachstum können somit ausgeschlossen werden. 
Bereits die qualitative Analyse zeigt, dass in der +MACS Fraktion ein deutlich höherer 
Anteil N-cadherin positiver Zellen vorhanden ist als in der –MACS Fraktion (Abb. 3.22).  
3.2.3 Anreicherung von N-cadherin positiven Zellen 
 
 
Abb. 3.22 N-cadherin Signal in +MACS (A) und –MACS (B) Fraktion Das N-cadherin Signal kann in 
der +MACS Fraktion deutlich erkannt werden, in der –MACS Fraktion hingegen ist es kaum 
vorhanden. [Maßstab = 20µm)  
(A) (B) 
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Die Quantifizierung des N-cadherin Signals (Daten aus 4 verschiedenen 
Experimenten, insgesamt wurden 768 Zellen analysiert) ergab in den verschiednen MACS 
Fraktionen eine signifikant unterschiedliche Verteilung des N-cadherin Signals (Abb. 
3.22A). Innerhalb der +MACS Fraktion wurden ein deutlich höherer Anteil N-cadherin 
positiver Fläche gemessen als in der –MACS Fraktion (U-test, p<0,0001, n=768).  
Um die Verteilung N-cadherin positiver Zellen in den beiden Fraktionen zu 
vergleichen, wurde ein Kriterium für die Klassifikation einer Zelle in „N-cadherin positiv“ 
oder „–negativ“ eingeführt. Demnach wird eine Zelle dann als N-cadherin positiv definiert, 
wenn der Anteil der positiv markierten Fläche 0,5% übersteigt (siehe auch Abb. 3.23A für 
das Kriterium). Diese quantitative Analyse zeigt, dass 69,3 ±1,8% aller Zellen der +MACS 
Fraktion N-cadherin positiv waren, im Gegensatz zu einem Anteil von 15 ±1,7%, den N-
cadherin positive Zellen in der –MACS Fraktion ausmachten (Abb. 3.23B).  
 Die Verteilung von N-cadherin positiven und negativen Zellen in beiden Fraktionen 
unterscheidet sich signifikant von der statistisch zu erwartenden Verteilung (χ2-test; 
p<0,001; n=4) und belegt deutlich, dass der Separationsprozess erfolgreich war und N-
cadherin positive Zellen innerhalb des Primärzellkultursystems angereichert werden 
können. 
 
 
 
 
 
Abb. 3.23 (A) Die Verteilung der N-cadherin 
Immunreaktivität in den beiden Fraktionen 
zeigt bereits deutlich die Unterschiede 
(schwarz = +MACS; weiß = -MACS; n=768).  
(B) Die Verteilung N-cadherin positiver und 
negativer Zellen in den beiden Fraktionen 
(schwarz = N-cadherin positiv; weiß = N-
cadherin negativ; n=4). (C) Die Verteilung N-
cadherin positiver und negativer Zellen der 
beiden MACS Fraktionen verglichen mit der 
Verteilung in der Mischkultur (n=1) 
Kriterium 
(C) 
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 Um herauszufinden, wie hoch der Anteil N-cadherin positiver Zellen innerhalb 
einer unseparierten Mischkultur liegt, wurde ein Teil der Gesamtzellpopulation vor der 
Magnetseparation zur Aussaat gebracht. Diese Mischkultur wurde dann ebenso fixiert, 
immunhistochemisch gegen N-cadherin untersucht und quantitativ analysiert wie die 
beiden MACS Kulturen (Abb. 3.23C). Der Anteil N-cadherin positiver Zellen in dieser 
Kultur lag bei 46% (n=96). Der Vergleich zur +MACS Fraktion, die mit 69% (n=96) einen 
deutlich höheren Anteil positiver Zellen besitzt, zeigt, dass eine 50%ige Anreicherung N-
cadherin positiver Zellen erreicht werden konnte.  
 
 
3.2.4 Vergleichende elektrophysiologische Analyse  
 
Nach der Separation N-cadherin positiver Neurone wurden deren 
elektrophysiologische Eigenschaften betrachtet. Insgesamt wurden 25 Zellen der +MACS 
und 21 Zellen der –MACS Fraktion untersucht und diese untereinander und mit 34 Zellen 
aus einer Mischkultur verglichen. Insbesondere wurde die Verteilung der Zellklassen, wie 
sie in Abschnitt 3.1.6 beschrieben sind, zwischen den einzelnen Fraktionen verglichen. 
Sollten die Anteile in den beiden MACS Fraktionen untereinander und gegenüber der 
Mischkultur verschieden sein, so wäre dies eine Konsequenz aus der Anreicherung mit N-
cadherin positiven Neuronen. 
 
 
 
 
Abb. 3.24 Unterschiedliche Verteilung der Zellpopulationen in den beiden MACS Fraktionen (A) Bei 
detaillierter Darstellung fällt auf, dass die reifen tonischen Zelltypen innerhalb der +MACS Fraktion 
angereichert wurden. (B) Die  Klassifizierung der Zellen nach der bloßen Zellantwort macht diesen 
Unterschied nicht deutlich, zeigt aber, dass das Verhältnis von tonischen zu phasischen Zelltypen gleich 
bleibt. 
(A) (B) 
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Die Verteilung der Zelltypen unterscheidet sich auffällig zwischen den beiden 
MACS Fraktionen und der Verteilung innerhalb der Mischkultur (Abb. 3.24). Als Erstes ist 
dabei die Population der ausgereiften phasischen Zelltypen auffällig, deren Anteil in einer 
Mischkultur (n=34) bei 26,5% und in den MACS Fraktionen lediglich bei 8% (+MACS, 
n=25) bzw. 4,8% (-MACS, n=21) liegt. Der Anteil der sich entwickelnden phasischen 
Zellen scheint von der Abnahme ausgereifter phasischer Zellen allerdings nicht betroffen 
zu sein, da die +MACS Fraktion mit 32% sogar noch einen größeren Anteil dieses Zelltyps 
besitzt als die Mischkultur mit 23,8%, was in etwa dem gleichen Anteil innerhalb der –
MACS Fraktion (23,5%) entspricht.  
Ein wiederum deutlicher Unterschied zwischen den separierten Fraktionen und der 
Mischpopulation ist das Auftreten der unreifen Zelltypen, die in der Mischkultur überhaupt 
nicht beobachtet werden können, innerhalb der MACS Fraktionen mit 16% (+MACS) bzw. 
23,8% (-MACS) aber auffällig oft vorkommen. Dem gegenüber steht ein leichter Zuwachs 
des Anteils reifer, tonischer Zelltypen in der +MACS Fraktion (28%), verglichen mit der 
Mischkultur (20,6%). Innerhalb der –MACS Fraktion kommt dieser Zelltyp sogar nur mit 
14,3% vor. Demnach kann von einer Anreicherung der reifen, tonisch antwortenden Zellen 
in der +MACS Fraktion gesprochen werden. In dieser Hinsicht ebenfalls auffällig ist die 
unterschiedliche Verteilung gedämpfter Zelltypen. Diese Population hat zwar nur einen 
geringen Anteil innerhalb der Gesamtpopulation der Mischkultur (5,9%), scheint aber 
innerhalb der –MACS Fraktion mit 14,3% angereichert zu sein, wohingegen sie in der 
+MACS Fraktion gar nicht beobachtet werden konnte. Hier kann von einer Ausschluss-
Selektion gesprochen werden, da diese Zellpopulation nicht aktiv markiert und selektiert 
wurde, sondern durch eine geringe Expression von N-cadherin komplett innerhalb der –
MACS Fraktion zu finden ist.  
 Die Unterschiede zwischen den drei Zellfraktionen hinsichtlich der Verteilung der 
Zelltypen betreffen demnach, neben der Aussortierung der gedämpften Zelltypen in der 
+MACS Fraktion, vor allem den Reifungsgrad der Zellen. Denn wie in Abb. 3.24B zu 
sehen, unterscheiden sich die Fraktionen generell kaum in der Verteilung zwischen tonisch 
und phasisch antwortenden Zellen. Die Unterschiede beschränken sich vielmehr auf den 
Anteil komplett unreifer Zellen sowie dem Gleichgewicht zwischen den sich 
entwickelnden und den ausgereiften Zellen. Dies wird nochmals deutlicher, zeigt man 
einige entscheidende Parameter im Vergleich, wie in Abb. 3.25 zu sehen. 
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 Die Signalamplitude und Signalbreite können als entscheidende Parameter zur 
Charakterisierung bzw. zur Bestimmung des Reifegrades einer Zelle herangezogen werden 
(vergleiche Abschnitt  3.1.6). Im direkten Vergleich der Signalamplituden und –breiten 
lässt sich jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den Gesamtpopulationen der 
verschiedenen Fraktionen feststellen. Jedoch ist deutlich zu sehen, dass Zellen der +MACS 
Fraktion den größten Anteil an jener Zellpopulation haben, die eine hohe Signalamplitude 
und eine kurze Signalbreite besitzt (Abb. 3.25A, Kreis). Diese Zellpopulation zeichnet 
sich, wie in Abb. 3.15 gezeigt, zum einen durch einen hohen Grad der Reifung und zum 
anderen durch ausgeprägt tonisches Antwortverhalten aus. Daher kann gefolgert werden, 
dass der Anteil ausgereifter tonischer Neurone innerhalb der +MACS Fraktion deutlich 
höher ist als in der –MACS Fraktion.       
 Da sich der Unterschied zwischen den Fraktionen vor allem auf die ausgereiften 
und hier besonders auf die tonischen Zelltypen bezieht, sollen nur diese und nicht die 
Gesamtpopulationen der Fraktionen als Ganzes miteinander vergleichen werden.  
Vergleicht man die Signalamplituden und –breiten aller tonischen Zelltypen, so 
unterscheiden sich die Zellen der beiden MACS Fraktionen signifikant voneinander 
(Signalamplitude: t-test; Signalbreite: U-test; n=22; p<0,05) in beiden Größen. Des 
weiteren kann die maximal mögliche Antwortfrequenz der tonischen Neurone genutzt 
werden, um Unterschiede zwischen den MACS Fraktionen zu finden. Zwar lassen sich die 
Fraktionen auch hier nicht mittels der Mittelwerte der  Maximalfrequenzen signifikant 
unterscheiden, jedoch befinden sich jene Zelltypen, die durch eine hohe Antwortfrequenz 
und Signalamplitude auffallen, ausschließlich innerhalb der +MACS Fraktion (Abb. 3.25B, 
Kreis). Diese Zellpopulation stellt, wie in Abb. 3.16D gezeigt,  die der ausgereift tonischen 
Zellen dar. Dies lässt erneut den Schluss zu, dass der größte Teil ausdifferenzierter, 
tonischer Zelltypen innerhalb der +MACS Fraktion liegt. 
 
 
Abb. 3.25 Der Anteil von Zellen mit ausgereiftem Phänotyp ist in der +MACS Fraktion deutlich höher. 
(A) Auftragung von Signalamplitude und Signalbreite (B) Maximalfrequenz und Signalamplitude. Die 
Kreise symbolisieren die Populationen ausgereifter, tonischer Zelltypen  
(A) (B) 
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3.3 Manipulationen der Zellkultur 
 
Um zu überprüfen, ob das Wachstum und die Differenzierung der Zellen in vitro 
beeinflusst werden können, wurde das Zellkultursystem in zwei unterschiedlichen 
Ansätzen manipuliert. Zum einen erfolgte eine Co-Kultivierung der tektalen Zellen mit 
Gliazellen, die zuvor aus tektalen Gewebe isoliert und separat kultiviert worden sind. 
Dieser Ansatz hat zum Ziel, eine eher unspezifische, weil zum größten Teil auf 
unbekannten Mechanismen beruhende, Unterstützung des neuronalen Wachstum bereit zu 
stellen. Zum zweiten wurde das Neurotrophin NT-3 dem Medium hinzugefügt (50ng/ml), 
von dem bekannt ist, dass es generell das Wachstum und die Überlebensfähigkeit 
neuronaler Subpopulationen fördert. Im speziellen ist NT-3 notwendig für das Überleben 
und das Auswachsen von Zellen aus der Schicht SGC des optischen Tektums (Bartheld et 
al, 1998; Catsicas et al, 1992).    
 
 
3.3.1 Co-Kultivierung mit Astrocyten 
 
Die Gliazellen wurden aus tektalem Gewebe der Embryonalstufe E16 gewonnen. 
Nach Anreicherung von Astrocyten gemäß dem Richter-Landsberg Protokoll, wurden die 
Astrocyten auf Glascoverslips aufgetragen und bis zur halben Konfluenz separat kultiviert, 
bevor die tektalen Neurone hinzu geführt wurden und so die Co-Kultivierung startete.  
Bereits eine grobe Untersuchung der morphologischen Differenzierung lässt     
erkennen, dass die Anzahl der Neuritenverzweigungen bereits nach 2 Tagen signifikant 
erhöht ist, wenn die Zellen mit Gliazellen co-kultiviert werden (Abb. 3.26A, Kolmogorov-
Smirnov-Test; n=51; p<0,05). Die Co-Kultivierung mit Gliazellen scheint dagegen  keinen 
Einfluss auf das Längenwachstum der Neurite zu haben (Abb. 3.26B). Auch nach 5 Tagen 
in vitro lässt sich kein Einfluss beobachten.  
Gliazellen scheinen demnach selektiv Einfluss auf die morphologische Entwicklung 
der Zellen in vitro zu nehmen.     
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Abb. 3.26 Vergleich der Morphologie von Glia-unterstützter (n=74) zu standardmäßig kultivierter 
Zellkultur (n=92) . (A) Die Anzahl der Verzweigungen unterscheidet sich ab DIV2 signifikant zwischen 
den beiden Kulturbedingungen (B) Das Längenwachstum wird nicht durch Glia Co-Kultivierung 
beeinflusst. 
 
Um zu überprüfen, ob die Co-Kultivierung mit Gliazellen einen Einfluss auf 
elektrophysiologische Eigenschaften hat, wurde die whole cell patch Methode verwendet. 
Es sollte untersucht werden, ob der gliäre Einfluss in irgendeiner Weise selektiv, also 
Zelltyp-spezifisch ist. Daher wurde keine Mischkultur verwendet, sondern die Zellen 
mittels der MACS, wie in Abschnitt 3.2.3 beschrieben, aufgetrennt und so separiert mit 
Gliazellen kultiviert. Die Zellen in den beiden MACS Fraktionen reagieren völlig 
unterschiedlich auf diese Art der Kultivierung (Abb. 3.27A). Es ist deutlich zu sehen, dass 
die +MACS Fraktion gegenüber einer Standardkultivierung (Abb. 3.24C) einen höheren 
Anteil unreifer Zelltypen (34,8% gegenüber 16%) und zugleich einen niedrigeren Anteil 
reifer, tonischer Zellen besitzt (17,4% gegenüber 28%). Im Gegensatz dazu ist die Glia Co-
Kultivierung für Zellen der –MACS Fraktion sehr förderlich (Abb. 3.27B). Der Anteil der 
reifen tonischen Zelltypen ist deutlich erhöht gegenüber einer Standardkultivierung (36,4% 
gegenüber 9,5%), während zugleich der Anteil der unreifen Zelltypen etwas niedriger 
ausfällt (18,2% gegenüber 23,8%)   
 Der Anteil sich entwickelnder phasischer Zellen fällt innerhalb der +MACS 
Fraktion von 32% auf 17,4%, der Anteil der reifen Zellen bleibt jedoch auf dem gleichen 
niedrigen Niveau (8,7% gegenüber 8%). Die phasischen Zellen der –MACS Fraktion 
reagieren wiederum nicht so deutlich auf die veränderte Situation. Hier ändern sich die 
Anteile beider phasischen Zelltypen nur geringfügig (entwickelnd: 18,2% zu 23,8%; 0% 
gegenüber 4,7%). Insgesamt lässt die Verteilung der Zelltypen in den beiden MACS 
Fraktionen darauf schließen, dass es eine deutlich selektive Wirkung der Glia Co-
Kultivierung auf das Wachstum und die Entwicklung verschiedener neuronale 
Subpopulationen gibt.  
(A) (B) 
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Auch bei Betrachtung von Signalamplitude und Signalbreite wird deutlich, daß, 
verglichen mit der Standardkultivierung, bei Co-Kultivierung mit Glia innerhalb der 
+MACS Fraktion deutlich weniger ausgereifte Zelltypen vorkommen (Abb. 3.15 und 
3.28). Im Gegensatz dazu kommen diese Zelltypen nun vermehrt innerhalb der –MACS 
Fraktion vor (Abb. 3.28, Kreise)   
  
 
Abb. 3.27 (A) Zusammensetzung der beiden 
MACS Fraktionen bei Glia Unterstützung.  Die 
+MACS Fraktion wächst deutlich schlechter als 
die –MACS Fraktion (n=45). Verglichen mit der 
Standardkultivierung ist der positive Einfluss 
der Glia Kultivierung auf die Zellreifung und 
die Entwicklung in der -MACS Fraktion 
deutlich zu sehen (C). Die Reaktion auf Glia 
Kultivierung verhält sich umgekehrt bei der 
+MACS Fraktion. Dort nimmt der Anteil 
unreifer Zellen zu, der Anteil ausgereifter Zellen 
deutlich ab (B). 
 
 
 
Abb. 3.28 Darstellung von Signalamplitude und Signalbreite nach (A) MACS Verteilung und nach (B) 
Verteilung der Zelltypen. Im Vergleich zur Standardpräparation fällt der Anteil von Zellen aus der 
+MACS Fraktion bei den reifen, tonischen Zellen deutlich niedriger aus (Kreise)  
(A) (B) 
(C) 
(A) (B) 
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Diese Ergebnisse stützen die Beobachtungen, die bei der Verteilung der Zelltypen 
gemacht wurde, so dass sich zusammenfassend schlussfolgern lässt, dass sich eine Co-
Kultivierung mit Astrocyten selektiv auf die verschiedenen Zellpopulationen der MACS 
auswirkt. Zellen, die positiv auf die Glia Unterstützung reagieren, finden sich dabei 
hauptsächlich innerhalb der –MACS Fraktion. Die ausgereift tonischen Zellen der +MACS 
Fraktion reagieren dagegen stark negativ auf die Glia Kondition, zudem ist der Anteil 
unreifer Zelltypen deutlich erhöht gegenüber der Standardkultivierung. 
 
 
3.3.2 Supplementierung des Mediums mit NT-3 
 
Der Einfluss von NT-3 auf die Entwicklung und das Überleben von Zellen des SGC 
konnte in vivo bereits gezeigt werden (Bartheld et al. 1996; Catsicas, 1992). Um zu 
überprüfen, ob sich dieser Einfluss auch im in vitro System nachweisen lässt, wurde das 
Kulturmedium mit 50ng/ml NT-3 versetzt. Ein positiver Einfluss von NT-3 auf das 
Zellkulturwachstum konnte morphologisch anhand einer gemischten tektalen Zellkultur 
beobachtet werden. So wird das Wachstum der Neurite unter NT-3 Zugabe leicht erhöht, 
nach 4 Tagen in vitro ist dieser Trend auch signifikant (t-test, n=20; p<0,05). Der 
Verzweigungsgrad des Neuritenbaumes ist unter NT-3 Einfluss nach 4 Tagen in vitro 
ebenfalls deutlich differenzierter im Vergleich zur Standardkultivierung (t-test, n=20; 
p<0,05).    
 
 
 
 
Abb. 3.29 Entwicklung von (A) Neuritenlänge und (B) Verzweigungsgrad der Zellen einer Mischkultur 
bei Zugabe von NT-3 (n=40), verglichen mit der Standardkultivierung (n=40). Der positive Einfluss 
von NT-3 auf den Differenzierungsgrad und das Neuritenwachstum ist deutlich zu sehen. 
 
 
(A) (B) 
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Da anzunehmen ist, dass sich ein großer Teil der +MACS Fraktion aus Zellen des 
SGC zusammensetzt, wurden für whole cell patch Untersuchungen nur Zellen aus der  
+MACS Fraktionen verwendet. Es soll überprüft werden, ob sich die Zugabe von NT-3 ins 
Medium auch auf elektrophysiologische Eigenschaften der Zellen auswirkt und ob diese 
Effekte spezifisch auf bestimmte Zellpopulationen wirken. 
In der Zellpopulation der +MACS Fraktion entwickeln sich mit NT-3 
Unterstützung deutlich mehr reife Zelltypen im Vergleich zur Standardkultivierung (Abb. 
3.30A). Der Anteil der ausgereift tonischen Zelltypen steigt um 38% von 28% auf 45% bei 
NT-3 Zugabe ins Medium. Auch die Differenzierung der Zellen in den ausgereift 
phasischen Zelltyp ist bei NT-3 Kultivierung erhöht, der Anteil dieses Zelltyps steigt sogar 
um 65% von 4,8 auf 13,7% Anteil an der gesamten +MACS Population. 
Zugleich sinken die Anteile unreifer und sich entwickelnder phasischer Zelltypen in 
der mit NT-3 versehenen Primzellkultur. Unreife Zellen sind nur noch zu 9,1% vertreten, 
gegenüber 16% bei einer Standardkultivierung. Noch deutlicher ist der Rückgang der noch 
nicht vollständig ausgereiften phasischen Zelltypen, deren Anteil von 32% auf 9,2% 
zurück geht. Die Entwicklung der NT-3 Kultur hin zu ausgereifteren Zelltypen ist auch bei 
Betrachtung der Parameter Signalamplitude und Signalbreite zu erkennen (Abb. 3.30B). 
Im Vergleich zu einer Standardkultivierung haben die Zellen der +MACS Fraktion eine 
signifikant niedrigere Signalbreite (Abb. 3.30C; KS-Test; n=47, p<0,05).    
 
 
 
 
Abb. 3.30 (A) Zusammensetzung der +MACS 
Fraktionen bei Standardkultivierung (n=25) und 
mit NT-3 Unterstützung (n=22). Deutlich ist die 
Zunahme ausgereifter Zelltypen zu erkennen. (B) 
Auch Signalamplitude und Signalbreite lassen auf 
eine ausgeprägtere Reifung und Differenzierung 
aller Zelltypen bei NT-3 Zugabe schließen. (C) Im 
direkten Vergleich mit der Standardpräparation 
zeigt sich, dass sich der NT-3 Einfluss vor allem 
anhand der signifikanten Verkürzung der 
Signalbreite beobachten lässt.   
(A) (B) 
(C) 
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 Nach diesen Ergebnissen fördert das Neurotrophin-3 gezielt und signifikant das 
Wachstum und die Differenzierung von bestimmten Zelltypen in vitro. Obwohl der Anteil 
ausgereift tonischer Zelltypen bei der +MACS Fraktion gegenüber der –MACS Fraktion 
unter Standardbedingungen schon deutlich erhöht ist, lässt sich dieser Anteil mit NT-3 
Unterstützung noch weiter steigern.  
 
Zusammenfassend zeigt der Vergleich aller Kulturmanipulationen deutlich, dass die 
gezielte NT-3 Kultivierung für Zellen aus der +MACS Fraktion die positivsten 
Auswirkungen erzielt und eine Co-Kultivierung mit Gliazellen dieser Zellpopulation 
deutlich schadet. (Abb. 3.31). Damit lässt sich folgern, dass ein großer Teil der N-cadherin 
exprimierenden Zellen auch in vitro positiv auf NT-3 Unterstützung reagiert. 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.31 Vergleich des Einflusses der untersuchten Kulturparameter auf Reifung und Differenzierung 
der +MACS Kultur. Es ist deutlich zu sehen, dass Co-Kultivierung mit Glia die schlechteste 
Kulturbedingung ist, während eine gezielte Zugabe von NT3 die besten Ergebnissee erzielt.  
(A) (B) 
Diskussion 
58 
4. Diskussion 
 
4.1  Mischkultur 
 
4.1.1 Serumfreies Wachstum 
 
Die Ergebnisse zeigen, dass embryonale Zellen aus dem optischen Tektum in einer 
serumfreien Kultur überleben, auswachsen und sich differenzieren. Der Einfluss 
verschiedenster Kulturparameter auf das Wachstum der Zellen wurde innerhalb einer 
Diplomarbeit zur Etablierung der tektalen Primärzellkultur diskutiert (Mönig, 2002). Daher 
soll an dieser Stelle lediglich darauf eingegangen werden, warum die Kultur unter 
serumfreien Bedingungen gehalten wurde. Da bei weitem nicht alle Inhaltsstoffe des 
Blutserums bekannt sind, mit dem Kulturmedium versetzt wird (Föhr et al., 1995; Kiyosue 
et al., 1996; Davenport et al., 1996), stellt die Serumzugabe ins Medium eine der größten 
unbekannten Variablen im Kultursystem dar.  
Ebenso hat die Zugabe von Serum ins Medium eine entscheidende Wirkung auf das 
Zellwachstum. Beobachtungen zeigen, dass Zellen gleicher Herkunft unterschiedliche 
morphologische Phänotypen ausbilden, wenn sie in Kulturmedien mit unterschiedlichen 
Serumkonzentrationen aufwachsen (Fitzakerley et al., 1996; Mangoura et al., 1988).  
Da in dieser Arbeit zum einen die naive, d.h. von möglicht wenigen externen 
Faktoren gesteuerte, Differenzierung tektaler Neurone ebenso untersucht werden sollte wie 
der Einfluss, den einzelne Faktoren auf die Differenzierung in vitro haben, sollte der 
Einsatz einer so unkontrollierbaren Variable wie Serum vermieden werden. Als 
Serumersatz wurde das Supplement B27 (Gibco) eingesetzt, welches das Wachstum 
neuronaler Zellen gezielt unterstützt, ohne in ihrer Zusammensetzung unbekannte 
Inhaltsstoffe zu verwenden (Brewer et al, 1993).  
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4.1.2 Morphologische Betrachtung 
 
Die morphologische Differenzierung von serumfreien Kulturen konnte bereits an 
anderen Zellkultursystemen beschrieben werden (Fitzakerley et al., 2003). Die im Rahmen 
dieser Arbeit erzielten Ergebnisse lassen sich gut mit den bereits vorliegenden Daten 
vergleichen: eine Klassifizierung in verschiedene Zelltypen anhand des morphologischen 
Wachstums der Zellen in vitro erscheint plausibel, und aus den offensichtlichsten 
anatomischen Attributen der Zellklassen in vitro können Rückschlüsse auf deren Anatomie 
und Funktion in vivo gezogen werden (Fitzakerley et al., 2003). 
Nach einigen Tagen des Wachstums der tektalen Zellkultur lassen sich  
unterschiedlichste Morphologien beschreiben (Abb. 3.2). Diese Heterogenität steht analog 
zu den vielen verschiedenen Zelltypen, die bereits zu frühen Entwicklungszeitpunkten im 
Tektum zu finden sind. Alle Zellschichten sind bereits am Embryonaltag 12 komplett 
angelegt, so dass sich ab diesem Zeitpunkt keine neuen zellulären Komponenten mehr 
nachweisen lassen (Mey et al, 2000). Die vorhandenen Zellen lassen sich in vivo in drei 
Hauptzellklassen einteilen: 1. die der großen Projektionsneurone aus dem SGC, 2. die 
radial ausgeprägten Zellen des SGFS und 3. die horizontal orientierten Zellen aus den 
oberen Zellschichten (Mey et al, 2000). Diese ontogenetisch sehr frühe Einteilung der 
Zellen in morphologische Klassen ist auch in vitro möglich, was die Schlussfolgerung 
zulässt, dass zunächst ein großer Teil der tektalen Zelltypen innerhalb einer gemischten 
tektalen Zellkultur repräsentiert ist. 
Weiterhin zeigen die neuronalen Zellen in vitro jedoch eine eingeschränkte 
Differenzierung. Zwar sind jene generellen Charakteristika vorhanden, die eine Einteilung 
in „Zellklassen“ (z.B. bipolar, unipolar) ermöglichen, aber hoch differenzierte 
morphologische Eigenschaften wie die spezifischen dendritischen Endigungen der SGC 
Zellen („Bottlebrush endings“, Luksch et al., 1998) oder das besondere Auswachsen des 
Axons bei den Shepherd’s Crook Neuronen des SGFS (Luksch, 2004) findet man nicht bei 
Zellen in vitro. Es ist daher anzunehmen, dass es mehr als die genetische Komponente 
benötigt, damit auch Zellen in vitro hoch spezifische Merkmale entwickeln können. Diese 
Erfahrung wurde auch mit anderen Primärzellkultursystemen gemacht (Fitzakerley et al., 
1997). 
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Analog zu den qualitativen Beobachtungen demonstriert eine quantitative Analyse 
einzelner Parameter wie Neuritenvernetzung und Neuritenlänge (Abb. 3.3), dass es ein 
generelles zelluläres Wachstum sowie fortschreitende Differenzierung in vitro gibt. Diese 
Analyse ist jedoch nicht zelltypspezifisch und kann für weitergehende Aussagen über 
spezielle Differenzierungsprozesse nicht heran gezogen werden. 
Es ist auffallend, das nach 4 Tagen in vitro nur noch 30% aller Zellen leben (Abb. 
3.3A). Dieser Anteil ist deutlich niedriger als in anderen Zellkultursystemen beschrieben 
(80% bei Maus Neuronen, Yu et al., 2002). Gründe hierfür sind zum einen in der niedrigen 
Zelldichte zu suchen, mit der hier kultiviert wurde (5x104 Zellen/cm2). Im Vergleich dazu 
liegen die Zelldichten anderer Präparationen deutlich darüber (3x105 Zellen/cm2 bei Yu et 
al., 2002; 1x106 Zellen/cm2 bei Fan et al., 2002; 4,5x106 Zellen/cm2 bei Davenport et al., 
1996). Die gewählte Zelldichte zur Kultivierung ist ein entscheidender Faktor für das 
Wachstum und Überleben der Zellen in vitro (Yu et al., 2002)..  
Die geringe Zelldichte, die hier verwendet wurde, stellt somit einen Kompromiss 
zwischen einer ausreichenden Vereinzelung der Zellen und einer hinreichenden Anzahl 
überlebender Zellen dar.  
Ein weiter Grund für den niedrigen Anteil überlebender Zellen ist in der 
Entwicklung des Tektums selber zu suchen: während der Ontogenese des optischen 
Tektums existieren Phasen des programmierten Zelltodes. Abhängig vom Zeitpunkt der 
Embryonalentwicklung sind in verschiedenen Zellschichten apoptotische Zellen 
nachweisbar (Zhang et al., 1998). Der programmierte Zelltod in vielen Zellschichten des 
Tektums dient wahrscheinlich einer frühen Selektion ungeeigneter Zellen. Es ist 
anzunehmen, dass diese Phasen auch in vitro existieren und sogar ausgeweitet werden, da 
der sich negative Selektionsdruck in vitro durch mangelnde elektrische Aktivierung und 
fehlende Faktoren deutlich stärker bemerkbar machen wird als in vivo. 
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 Bei Betrachtung der quantifizierten Paarmeter fällt vor allem die Konstanz der 
Somafläche über die Kultivierungszeit auf (Abb. 3.3B). Ein Wachstum lässt sich hier nur 
zwischen dem 1. und dem 2. Tag in vitro zu erkennen. Die Zellen verlieren bereits nach 
einem Tag in vitro ihre abgerundete, sphärische Gestalt, die sie nach dem Ausbringen auf 
die Kulturoberfläche besitzen, und beginnen sich zu differenzieren (Abb. 3.1). Das 
bedeutet, dass der bedeutendste Anteil des somatischen Größenwachstums zwischen dem 
ersten und zweiten Tag liegen muss, was die Somafläche als Parameter zur Quantifizierung 
des Kulturwachstums ungeeignet macht. Zusätzlich ist die Ausprägung der Somafläche 
von kultivierten Zellen abhängig vom Alter der Zellen bei der Präparation (Fitzakerley, 
2003) oder von der Medienzusammensetzung (Yasuda et al., 1990).  
Wesentlich besser zur Quantifizierung des Wachstum und des 
Differenzierungsgrades der Zellen sind die Neuritenlänge (des längsten Neuriten) und der 
Verzweigungsgrad des Neuritenbaums geeignet. Bei beiden ist deutlich eine  Entwicklung 
über die Dauer der Kultivierung zu erkennen - obwohl beide Werte stark vom untersuchten 
Zelltyp abhängig sind.  
Der Zuwachs in der Länge der Neurite (Abb. 3.3C) lässt ein auf ein Wachstum 
jener Neurone schließen, die generell längere Neurite ausbilden. Daher ist die  
Neuritenlänge ein völlig ungeeigneter Parameter, um das Wachstum der Zellklasse der 
Interneurone zu bestimmen, da diese kaum ein nennenswertes Längenwachstum ihrer 
Neurite zeigen. Ein deutliches Neuritenwachstum findet dagegen bei den radialen und noch 
ausgeprägter bei den Projektionsneuronen statt, so dass deren Wachstum mit dem 
Parameter „Neuritenlänge“ sehr gut wiedergegeben werden kann. 
Ähnliches gilt für den Verzweigungsgrad des Neuritenbaumes (Abb. 3.3D), der 
z.B. bei radial orientierten Bipolarneuronen naturgegeben oft den Wert „null“ erreicht. Bei 
multipolaren Projektionsneuronen mit einem ausgeprägten Neuritenbaum können dagegen 
bis zu 14 Verzweigungspunkte nachgewiesen werden und auch Interneurone zeigen einen 
gewissen Grad von Verzweigung. Daher kann die Differenzierung dieser Zellklassen mit 
dem Parameter „Verzweigungsgrad“ sehr gut wiedergegeben werden. 
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Obwohl die untersuchten Parameter den Differenzierungsgrad einiger ausgewählter 
Zelltypen anschaulich widerspiegeln, kann die quantitative Analyse im Fall der tektalen 
Zellkultur lediglich Trends hinsichtlich Wachstum und Differenzierung aufzeigen. Eine 
differenziertere Bestimmung ist jedoch, bedingt durch den heterogenen Charakter der 
Zellkultur, nicht überzeugend. Zellkultursysteme, die aus vielen unterschiedlichen 
Zelltypen bestehen, wie es auch im Fall der tektalen Mischkultur gegeben ist, können nur 
recht ungenau mit Parametern bestimmt werden, welche unterschiedliche Zelltypen schon 
per se unterschiedlich genau abbilden.  
Daher erscheint im Fall der tektalen Zellkultur lediglich eine „grobe“ Einteilung 
aller Zellen in die drei Hauptzellklassen (große Projektionsneurone, radial orientierte 
Neurone sowie kleinere Projektions- und Interneurone) sinnvoll. Diese Klassen lassen sich 
sowohl in der frühen Entwicklungsphase des Tektums als über die qualitative Bildanalyse  
der Zellkultur nachweisen (Abb. 3.2). Genauere Aussagen über den Zelltyp sowie dessen 
Differenzierungsgrad lassen sich aber nur in Kombination mit anderen Parametern, wie der 
Proteinexpression oder der elektrischen Aktivität machen.  
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4.1.3 Immuncytochemische Charakterisierung 
 
Eine generelle Einteilung in 3 Hauptzellklassen erfolgte anhand der 
immuncytochemischen Markierung der Zellen gegen Neurofilament oder MAP2 
(neuronale Zellen), GFAP (Astrocyten, hier auch als Indikator für Gliazellen im weitesten 
Sinn gebraucht) oder keines von beiden (nicht-neuronale Zellen). Diese Art der Einteilung 
wurde aufbauend auf der Klassifizierung für andere neuronale Primärzellkulturen 
(Davenport et al., 1996; Fitzakerley, 1997 & 2003) angewendet. Neuronale Zellen lassen 
sich bereits nach zwei Tagen in vitro durch Anfärbung des Somas und der Neurite 
nachweisen. Astrocyten scheinen dagegen das sie kennzeichnende glial fibrillary acidic 
filament (GFAP) erst sehr viel später zu exprimieren, ein immuncytochemischer Nachweis 
der Zellen ist frühestens nach 7-8 Tagen Entwicklungszeit in vitro möglich. Diese 
Beobachtung konnte auch in anderen Kultursystemen gemacht werden (Davenport et al., 
1996; Fitzakerley, 1997). Als Erklärungen für diesen Entwicklungsverzug der Gliazellen in 
Kultur wird hauptsächlich der Zusammenhang mit dem Alter des verwendeten Gewebes 
angegeben: je älter das Gewebe bei der Präparation, desto höher ist der nachgewiesene 
Anteil von Gliazellen an der Gesamtpopulation. Für das Tektum würde das bedeuten, dass 
sich Gliazellen in vitro nur eingeschränkt und deutlich langsamer differenzieren als in 
vivo, wo sich GFAP positive Zellen schon zu früheren Zeitpunkten nachweisen lassen. 
Ebenso konnte ein Zusammenhang von Gliaanteil und Zusammensetzung des 
Kulturmediums demonstriert werden (Fitzakerley, 1997). Dies deckt sich mit eigenen 
Beobachtungen, wonach in Kulturen, die mit Serum angezogen worden sind, ein deutlich 
höherer Anteil GFAP positiver Zellen zu sehen war.    
Zellen, die weder positiv für neuronale Marker noch für GFAP sind, werden hier 
als nicht neuronal bezeichnet. Diese Gruppe von Zellen setzt sich wahrscheinlich aus 
unreifen Zellen des Neuroepithels und Zellen des Endothels zusammen, da nicht alle 
Blutgefäße bei der Gewebepräparation entfernt werden können. Aber auch Gliazellen, die 
kein GFAP produzieren, wie dies z.B. von einer Subpopulation von Astrocyten bekannt ist 
(Kalman, 2002; Mey & Brook, unveröffentlichte Daten), werden in dieser Kategorie 
erfasst. 
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Doppelmarkierungen von Neurofilament und spezifischen Markerproteinen, über 
die Zelltypen in vivo charakterisiert werden können, ermöglichen eine detailliertere 
Identifizierung und Klassifizierung der Zellen in vitro. Durch den Vergleich der 
Zellschicht spezifischen Expression bestimmter Proteine in vivo und ihrem Nachweis in 
vitro lassen sich Aussagen über jene Zelltypen machen, die dieses Protein exprimieren. Ein 
Vorteil des Modellsystems optisches Tektum ist, dass viele Studien bekannt sind, die über 
immunhistochemische Methoden verschiedene Zelltypen in vivo charakterisiert haben.  
 
Auf diese Weise lassen sich einige Subtypen tektaler Neurone in vitro durch ihre 
spezifischen Marker nachweisen: KV3.1b (Shepherd’s Crook Neurone der Schicht 10; 
Wang et al, 2006), Parvalbumin (Horizontalzellen der Schicht 4 und Radialzellen der 10, 
Pfeiffer et al., 1997), Calbindin (Horizontalzellen der Schicht 5b und 6; Luksch et al., 
2003; Pfeiffer et al., 1997), CRABP-I (Horizontalzellen der Schichten 3 und 6, 
Radialzellen der Schicht 10; Propping et al, 2007), RAR-β (Projektionsneurone der Schicht 
13; Propping et al, 2007) sowie N-cadherin (Einige Zellen in den retinorezipienten 
Schichten 4-7; hauptsächlich die Projektionsneurone der Schicht 13, Wöhrns et al., 1998; 
Moenig et al, 2006). GAD67 (Glutamic acid decarboxylase), ein GABA synthetisierendes 
Protein, wird in vitro von einer Subklasse von Neuronen exprimiert, was einerseits auf die 
inhibitorische Funktion der Zellen hinweist und andererseits eine Identität als Interneurone 
wahrscheinlich macht.  
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Es ist weiterhin wichtig zu erfahren, ob die Expression von Markermolekülen stabil 
über die gesamte Entwicklung des Gewebes in vivo ist, oder ob es sich um transiente 
Expressionsmuster handelt, die einen Zelltyp nur während einer bestimmten Phase der 
Entwicklung eindeutig kennzeichnen. Ebenfalls interessant ist, ob es verschiedene 
Zelltypen sind, die lediglich zu verschiedenen Zeitpunkten das Protein exprimieren oder ob 
es sich um eine gleich bleibende Population von Zelltypen während der gesamten 
Ontogenese handelt, die somit auch in vitro durch den Nachweis dieses Proteins eindeutig 
gekennzeichnet werden können.  
CRABP-1 gehört zu den Proteinen, die stabil von einer bestimmten Zellpopulation 
gebildet werden (Abb. 3.5). Es ist deutlich zu sehen, dass sich aus der frühen Phase der 
Entwicklung rasch drei verschiedene CRABP-1 positive Zelltypen herauskristallisieren, 
die ab einem Embryonalalter von 12 Tagen auch bestimmten Zellschichten eindeutig 
zugeordnet werden können. Die Zellen entstammen alle dem SGFS. Die CRABP-1 
positiven Zellen der retinorezipienten Schichten SGFS b und e (bzw. 3 und 6) stellen 
wahrscheinlich Horizontalzellen dar, welche die Übertragung des tektalen Inputs auf die 
Projektionsneurone der tieferen Schichten modifizieren (Luksch et al., 2003). 
 Zellen, die in Schicht 10 (SGFS i) positiv für CRABP-1 sind, könnten einerseits 
Neurone darstellen, die aus dem Neuroepithel in ihre prospektiven Zellschichten migrieren 
(Abb. 3.5C&D; Lavail and Cowan, 1973) oder es handelt sich um eine Gruppe von 
Neuronen, deren Zielschicht bereits das SGFS ist (Abb. 3.5. E&F), wie z.B. die Shepherd’s 
Crook Neurone (Luksch, 2003). Diese Annahme wird durch den Nachweis einer Ko-
Lokalisation von KV3.1 und CRABP-1 in vitro verstärkt (Abb. 3.6 F-H), denn eine KV3.1 
Expression durch die Shepherd’s Crook Neuronen des SGFS lässt sich in vivo nachweisen.  
Durch den differentiellen Nachweis der verschiedener Markerproteine lässt sich 
demonstrieren, dass sich die Gruppe CRABP-1 positive Neurone auch in vitro aus 
verschiedenen Zelltypen zusammensetzt. Auch durch Betrachtung der Morphologie 
CRABP-1 positiver Neurone lässt sich eine grobe Einteilung in Projektionsneuron-artige 
(Abb. 3.6B) oder Interneuron-artige Zellen erstellen (Abb. 3.6E).  
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 Die Ausbildung von funktionalen Synapsen in Primärzellkulturen von Neuronen 
gilt generell als gesichert (Benson et al., 1998; Kiyosue et al., 1996; Kuenzel et al., 2007). 
Dabei kann durch den Nachweis von Synapsin-I (präsynaptisches Vesikelprotein) die 
Ausbildung von morphologischen Synapsenstrukturen zwischen den Zellen gezeigt 
werden, wobei deren Funktion durch diesen Nachweis noch nicht erbracht ist. Es könnte 
sich dabei um ruhiggestellte Synapsen („silent synapses“) handeln, die sich erst beim 
Eintreffen von zwei gleichzeitigen Signalen in eine funktionale, d.h. weiterleitende und 
modifizierende Form entwickeln. Es können aber auch bereits entwickelte Synapsen sein, 
die Signale von Zelle zu Zelle weiterleiten (Kiyosue et al., 1996). In anderen 
Kultursystemen wurden sowohl inhibierende als auch erregende Synapsen gefunden 
(Benson et al., 1998), was auf eine fortschreitende Differenzierung und Reifung der Zellen 
in vitro hinweist. Auch innerhalb der hier untersuchten tektalen Zellkultur konnten 
einzelne Zellen nachgewiesen werden, die GAD67 und damit ein wichtiges Protein der 
GABA-Synthese enthalten (Abb. 3. 4J). Ohne weitere funktionale Tests durchgeführt zu 
haben, kann daher trotzdem vermutet werden, dass auch tektale Neurone in Kultur 
Synapsen ausbilden, dass diese funktional sind und dass sowohl inhibitorische wie auch 
exzitatorische Signalübertragung stattfindet. 
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4.1.4 Allgemeine elektrophysiologische Charakterisierung 
 
Die Ergebnisse belegen deutlich, dass (1.) tektale Neurone in vitro elektrisch aktiv 
sind, dass (2.) diese elektrische Aktivität einer zeitlichen Entwicklung unterliegt und dass 
es (3.) klare Unterschiede zwischen den Aktivitätsmustern der Neurone gibt, aufgrund 
derer sie in signifikant voneinander unterscheidbare Populationen aufgeteilt werden 
können. 
 
Tektale Zellen unterliegen in Kultur einer zeitabhängigen Entwicklung, die hier als 
Reifung bezeichnet wird (Abb. 3.12A, 3.13A, 3.14A). Der Begriff „Reifung“ soll dabei die 
Gesamtheit jener zellulären Prozesse zusammenfassen, die für ein allgemeines Wachstum 
der Zelle und den Übergang von der M-Phase in die G0-Phase des Zellzyklus sorgen. 
Elementar ist damit auch eine generelle Expression von Ionenkanälen und deren Einbau in 
der Membran verbunden. Der Zusammenhang von elektrophysiologischem Reifegrad und 
dem zugrunde liegenden Stoffwechsel eines Neurons lässt sich beispielhaft anhand der 
Entwicklung des Membranwiderstandes demonstrieren (Abb. 3.12A). So besteht ein klar 
antiproportionales Verhältnis zwischen Membranwiderstand und Alter, die zunehmende 
Leitfähigkeit der Neurone wiederum zeugt von einem sukzessiven Einbau von 
Ionenkanälen in die Zellmembran.  
Ein weiterer Hinweis auf die Reifungsprozesse in Kultur ist in der Population jener 
Neurone zu sehen, die nicht mit einem AP auf elektrische Stimulierung reagieren können 
(„unreif“) und deren Anteil nach wenigen Tagen (2-4 Tage) der Kultivierung auf Null sinkt 
(Abb. 3.11), wohingegen der Anteil vollständig ausgereifter Neurone überhaupt erst nach 
mehreren Tagen (4-6 Tage) der Kultivierung zunimmt (Abb. 3.11). Diese Entwicklung 
kehrt sich nach einer Periode von 5 – 9 Tagen um, d.h. der Anteil unreifer Zelltypen nimmt 
erneut zu und der Anteil reifer Zelltypen ab. (Abb. 3.11). Diese Abfolge von Entwicklung 
und Entdifferenzierung wird ebenso in anderen Kultursystemen beobachtet (Fitzakerley et 
al., 1997; Davenport et al., 1996; Kuenzel et al., 2007) und dort eher auf generell 
schlechter werdende Kulturbedingungen zurückgeführt als auf physiologisch begründbare 
Differenzierungsprozesse. Jedoch ist auffällig, dass sich der Beginn des Kulturverfalls mit 
jener zweiten Phase tektaler Apoptose in vivo deckt (E14-E18), in der neuronale 
Verknüpfungen gestärkt und nicht oder unpassend miteinander verbundene Neurone 
abgebaut werden (Zhang et al., 1998, Catsicas et al., 1992).   
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Der von allen Reifungsprozessen abzugrenzende Begriff der „Differenzierung“ 
bezeichnet die Ausprägung charakteristischer Merkmale eines bestimmten Zelltyps, ist also 
mit der Expression von zelltypspezifischen Proteinen verbunden. So ist z.B. für tonisches 
Antwortverhalten eine andere Art von Ionenkanalausstattung notwendig, als für die 
phasische Aktivität einer Zelle. Da weitgehend unklar ist, ob und in welchem Grad zelltyp-
spezifische Gene aufgrund epigenetischer Faktoren zur Expression gelangen oder ihre 
Transkription selbst in einem genetischen Code vorgegeben ist, stellt die Situation in einer 
serumfreien Kultur eine Möglichkeit dar, die intrinsische Expression spezifischer Proteine 
zu untersuchen.  
Nach der elektrophysiologischen Untersuchung der tektalen Zellkultur belegen 
nicht nur die verschiedenen Zellantworten, dass es eine spezifische Expression bestimmter 
Ionenkanäle gibt. Auch die signifikante Unterschiedlichkeit der einzelnen 
Aktionspotentiale hinsichtlich Amplitudenmaximum (Abb. 3.13) sowie Signaldauer und -
amplitude (Abb. 3.15) untermauern als quantifizierbare Messgrößen die Aussage, dass in 
vitro neben den allgemeinen elektrophysiologischen Reifungsvorgängen auch 
zelltypspezifische Differenzierungsprozesse beteiligt sein müssen.  
Diese Ergebnisse werden gestützt von den Daten anderer Studien, die ebenso von 
einem gewissen Grad der Differenzierung in bestimmten Neuronenpopulationen in vitro 
berichten (Fitzakerley et al., 1997; Kuenzel et al., 2007). Die Art und Weise, wie diese 
Differenzierungsprozesse klassifiziert werden, ist dabei über verschiedene Kultursysteme 
prinzipiell gleich: eine Einteilung erfolgt nach dem offensichtlichen Antwortmuster der 
Neurone. Daher schlagen Fitzakerley et al.. eine Definierung von drei Zellklassen aufgrund 
des Antwortverhaltens (Phasisch, tonisch, nicht-feuernd) vor. Kuenzel et al.. erweitern 
schließlich die Anzahl der Subpopulationen um eine Zellklasse, die zuvor als tonische 
Zellklasse behandelt wurde. Hier erfolgt eine Einteilung der Neuronen in vier Gruppen: 
phasisch, tonisch, unreif und „kurz feuernd“.  
Analog zu diesem Schema werden die hier gefundenen Neuronenklassen ebenso in 
unreife, phasische, tonische, und gedämpfte Zellpopulationen eingeteilt. Zusätzlich werden 
jedoch die beiden Klassen „entwickelnd tonisch“ und „entwickelnd phasisch“ eingeführt, 
um den Aspekt der individuellen zeitlichen Entwicklung (Reifung) der Zellen 
berücksichtigen zu können. Die Unterscheidung von 6 verschiedenen Zellklassen spiegelt 
daher sowohl Differenzierungsprozesse als auch Reifungsprozesse wieder, was eine 
detailliertere Beschreibung der Zellkultur ermöglicht.  
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In diesem Zusammenhang möchte ich genauer auf die Frage eingehen, ob es sich 
bei den Zellen, die hier als „gedämpfte“ Neurone bezeichnet werden (analog zu Kuenzel’s 
„short AP train“ Zellen) überhaupt um einen eigenständigen Zelltypus handelt oder ob das 
entsprechende elektrische Antwortverhalten nicht eher Zeichen eines bestimmten 
Entwicklungsstadiums ist oder etwa Zellen kennzeichnet, deren Membraneigenschaften 
durch Verletzung o.ä. beeinträchtigt sind.  
Die fraglichen Zellen werden hier als ein eigenständiger Zelltyp geführt, denn bei 
Ihnen sind hohes AP-Maximum, extrem hohe AP-Frequenzen und kurze Signaldauer 
nachzuweisen - alles Anhaltspunkte, die für einen ausgereiften Zustand der Zellen und der 
Annahme entgegen sprechen, die Zellen als unausgereifte tonische Zellen zu betrachten. 
Auch die Homogenität der Messgrößen innerhalb dieser Gruppe ist ein Indiz für eine 
separate Zellpopulation. Alle Zellen dieses Typs besitzen extrem hohe AP Frequenzen, die 
deutlich über denen der entwickelnden Zellen liegen, tendenziell sogar über denen von 
reifen tonischen Zellen (Abb. 3.16A, B). Zugleich zeigen dieses Zellen als 
Charakteristikum ein schnelles „Ausschwingen“ der Aktionspotentiale, ein Verhalten, dass 
sich deutlich von der langsamen AP-Amplitudenabnahme unreifer tonischen Zelltypen 
unterscheidet (Abb. 3.9). Auch durch Berechnung eines Dämpfungsqoutienten wird die 
zelltypspezifische Korrelation von kurzem Ausschwingen und hoher Signalamplitude der 
Aktionspotentiale gedämpfter Zellen im Vergleich zu allen anderen tonischen Zelltypen 
sehr gut beschrieben (Abb. 3.18).  
Der wichtigste Grund für die Annahme, dass es sich um einen differenzierten 
Zelltyp handelt, ist allerdings die Tatsache, dass sich das entsprechende Antwortverhalten 
generell bei differenzierten Neuronen in vivo (Soares et al. 2002, Li et al. 2004) und im 
speziellen auch bei tektalen Zelltypen nachweisen lässt: sowohl während der embryonalen 
Ontogenese als auch im adulten Tier lassen sich bei den Horizontalzellen der Schicht 5b 
Antwortmuster nach somatischer Strominjektion beobachten, die denen des hier 
beschriebenen „gedämpften“ Zelltyps gleichen (Luksch et al., 2003).  
Insgesamt führt daher die Kombination von einerseits eindeutig ausgereiften 
Zellcharakteristika der gedämpften Zellen sowie der Beobachtung von Verhaltensweisen, 
die keinem anderen der klassischen Zelltypen zugeordnet werden können, und andererseits 
dem Nachweis eines ähnlichen Antwortverhaltens in ausgereiften Zelltypen in vivo zu der 
Hypothese, dass es sich hierbei um einen separaten Zelltyp handeln muss. 
 
Diskussion 
70 
4.1.5 Vergleich mit dem in vivo System 
 
Hinsichtlich der Vergleichbarkeit von in vitro und in vivo Systemen muss auch das 
entsprechende Modellsystem, an welchem die Studien durchgeführt werden, beachtet 
werden. So zeigen beispielsweise Studien an Neuronen des Rückenmarks von Xenopus, 
dass die Entwicklung mancher Neurone in vitro detailliert der Entwicklung in vivo gleicht 
(Spitzer et al., 1976). Dagegen weichen Zellen in anderen Zellkultursystemen stark von 
den ursprünglichen Gewebeeigenschaften ab. Beispielsweise ist die Zusammensetzung der 
Zelltypen in Primärkultursystemen des Cerebellums stark von den ursprünglichen 
Zellpopulationen abweichend (Fischer et al., 1982). Weiterhin werden auch im weit 
verbreiteten Modell der hippocampalen Zellkultur deutliche Abweichungen vom in vivo 
Zustand hinsichtlich des physiologischen Differenzierungsgrades der Zellen beobachtet 
(Buchhalter und Dichter, 1991). Im Fall von kultivierten Neuronen des Hirnstamms wird 
vorsichtig von einer partiellen Differenzierung gesprochen, da sich tatsächlich viele, 
allerdings eher allgemeine, Eigenschaften von Zellen in vitro wieder finden lassen, die 
anatomischen wie auch die physiologischen Details und Spezialisierungen allerdings in 
den meisten Zellen nicht ausgeprägt werden (Fitzakerley et al., 1997).  
Das in dieser Arbeit behandelte Kultursystem wurde ebenso wie die meisten 
anderen etablierten Zellkultursysteme mit dem Ziel entwickelt, Zellen mit den gleichen 
Eigenschaften wie denjenigen des in vivo Systems isoliert und in Kultur bereitzustellen. 
Wie in den vorigen Abschnitten gezeigt, scheint dieser Ansatz in einer Reihe Fällen 
geglückt. Jedoch lässt sich durch den analytischen Nachweis der Expression eines 
bestimmten Proteins noch keine Aussage über dessen tatsächlichen funktionellem Einsatz 
in der Zelle machen. Tatsächlich konnten die elektrophysiologischen Untersuchungen an  
tektalen Neuronen in Kultur zeigen, dass vor allem jene Spezialisierungen, die in vivo 
relativ spät erfolgen und wahrscheinlich eine gezielte Wechselwirkung zwischen 
chemischen Signalen und elektrischer Aktivität bzw. Konnektivität voraussetzen, in Kultur 
nicht ausgeprägt werden. 
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So zeigen die reifen Neurone der SGC Schicht des Tektums in vivo deutlich 
schärfer abgestimmte Aktionspotentiale und höhere Antwortfrequenzen auf somatische 
Stimuli als tektale Neurone in Kultur. Im Fall der SGC Typ-I Neurone existiert ein 
hochspezifisches Muster elektrischer Aktivität in vivo, das sog.. „Chattering“ Verhalten 
(Luksch et al., 2001). Dieses Verhalten ist in vitro jedoch ebenso wenig nachweisbar wie 
eine weitere Eigenart, der „Voltage sag“. Damit wird die Möglichkeit von Zellen 
beschrieben, einen starken hyperpolarisierenden Strom durch das Öffnen sogenannter 
„inward rectifier“, d.h. spannungsgesteuerter Kalium-Ionenkanäle, kompensieren zu 
können. Dieses Verhalten wird gleich von mehreren Zelltypen in vivo beschrieben, kann 
bei serumfreier Kultivierung jedoch nicht bei tektalen Zellen nachgewiesen werden. Da 
sich diese einwärts gerichteten, depolarisierenden Kaliumströme allerdings in einer  Kultur 
von Neuronen des Hirnstammes demonstrieren lassen (Kuenzel et al., 2007), wird deutlich, 
wie unterschiedlich sensibel Zellen aus verschiedenem Gewebe auf Veränderungen in ihrer 
Umwelt hinsichtlich ihrer Differenzierung reagieren können. 
Am Beispiel der Entwicklung der SGC Neurone lässt sich weiter verdeutlichen, 
dass in den meisten in vitro Systemen noch entscheidende Entwicklungsschritte während 
der Kultivierung fehlen, um als exaktes Modellsystem für zelluläre Prozesse in vivo dienen 
zu können. So können bei embryonalen Zellen der SGC Schicht während der frühen Phase 
(E14) die gleichen Antwortcharakteristika und Aktionspotentialparameter der Zellen 
beschrieben werden (Luksch, unveröffentlichte Daten), wie sie für die Zellen der tektalen 
Zellkultur demonstriert wurden. Während aber die Zellen in vivo zu einem späteren 
Zeitpunkt (P0) die oben beschriebenen Spezialisierungen zeigen, lässt sich bei Neuronen in 
vitro keines dieser Charakteristika nachweisen. Es scheint fast so, als würden die SGC 
Zellen in vitro ihr spezielles Differenzierungsprogramm „vergessen“ und sich ohne den 
steuernden Einfluss ihrer gewohnten Umgebung lediglich zu einem der vier möglichen, 
reifen Standardzelltypen entwickeln.  
Die Horizontalzellen der Schicht 5b könnten hingegen als Beispiel für die 
Hypothese dienen, dass sich Zellen hinsichtlich Proteinexpression (Calbindin) und 
Physiologie (gedämpfte Oszillationen) in vitro genau so entwickeln wie man es in vivo 
beobachtet hat (Luksch et al., 2003). Dies wiederum könnte die Folge eines extrem 
konservierten ontogenetischen Entwicklungsprozesses dieser Zelllinie sein, denn die 
meisten Zellen benötigen zusätzlich zu der entsprechenden genetischen Ausstattung noch 
mehrere epigenetische Faktoren, um spezifische Differenzierungsprozesse auszuführen. 
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 Vor diesem Hintergrund fällt ein direkter Vergleich von bestimmten Zelltypen 
besonders schwer, da die meisten Zellen ihre typischen Zellcharakteristika in vitro gar 
nicht ausprägen und sich diese Zelltypen in einem Mischkultursystem somit nicht 
eindeutig identifizieren lassen.  
Um einen direkten Vergleich der Entwicklung eines bestimmten Zelltyps zwischen 
in vivo und in vitro zu ermöglichen, muss der entsprechende Zelltyp daher schon vor der 
Kultivierung isoliert und dann separat kultiviert werden. Auf diese Weise ist garantiert, 
dass bei jeder Ableitung aus der entsprechenden Kultur auch der entsprechende Zelltyp 
untersucht wurde. 
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4.2 Selektion neuronaler Subtypen 
 
Neuronale Subtypen, die spezifische Oberflächenproteine während ihrer 
Entwicklung exprimieren, können voneinander isoliert und separat kultiviert werden. Die 
dazu durchgeführte Methode wurde im Rahmen dieser Arbeit überhaupt das erste Mal dazu 
verwendet, nicht nur grobe Zellklassen, sondern auch neuronale Subtypen voneinander zu 
isolieren. Die Ergebnisse dieser Studie lassen sich wie folgt zusammenfassen: (1) Es lässt 
sich eine N-cadherin Expression in der SGC Schicht des optischen Tektums bei E10 
nachweisen (Abb. 3.20) und N-cadherin wird ebenso von einer Subpopulation von Zellen 
in vitro exprimiert (Abb. 3.21). (2) Aufgrund ihrer N-cadherin Expression können tektale 
Neurone voneinander unterschieden werden. (3) Eine Separation über das MACS 
Verfahren ermöglicht die Anreicherung N-cadherin positiver Zellen in Kultur.  
 
4.2.1 Vorkommen und Verteilung von N-cadherin  
 
Um eine erfolgreiche Zellseparation über ein Trennungsverfahren wie das der 
MACS durchführen zu können, ist es wichtig, dass das fragliche Oberflächenprotein 
spezifisch für einen bestimmten Zelltyp ist und konstant während des Zeitfensters der 
Präparation exprimiert wird. Für N-cadherin gibt es unterschiedliche Phasen der 
Expression: während der ersten Phase (E2-E8) ist die Expression von N-cadherin recht 
unspezifisch über das gesamte Tektum verteilt (Redies et al., 1993), während die zweite 
Phase (E8-E15) durch eine mehr und mehr spezifisch werdende Bildung des N-cadherin 
von bestimmte Zelltypen gekennzeichnet ist. Zu diesen Zellen zählen vor allem 
Projektionsneuronen aus dem SGC, aber auch einzelne Neuronengruppen des SGFS (Abb. 
3.20; auch Wöhrns et al., 1999). In der letzten Phase verliert schließlich das N-cadherin 
Signal an Stärke und bleibt nur noch in der SGC Schicht existent.  
Dabei bestätigen und ergänzen die Daten, die in dieser Studie mittels 
Immuncytochemie an Kryoschnitten von E10 Hühnchen erhoben wurden (Abb. 3.20), die 
in-situ Hybridisierungen, die in anderen Studien zur N-cadherin Expression durchgeführt 
wurden (Redies et al., 1993; Ganzler-Odenthal et al., 1998; Wöhrns et al., 1998). Obwohl 
mehrere Schichten des Tektums bei einer immuncytochemischen Färbung gegen N-
cadherin markiert wurden, lässt sich eine Färbung des Zellsomas hauptsächlich für die 
Zellen des zukünftigen SGC nachweisen (Abb. 3.20). 
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Das Signal in den Schichten VII bis IX indiziert wahrscheinlich andere zelluläre 
Komponenten des tecto-rotundalen System, das N-cadherin als Lenkungsmolekül 
exprimiert (Redies et al., 1993; Wöhrns et al., 1998). Das N-cadherin Signal in Schicht III 
(zukünftiges SAC) ist dagegen hauptsächlich aufgrund von Axonen aus dem SGC und den 
letzten noch migrierenden Zellen aus dem Epithelium (NE) zu erklären. 
Diese Daten zusammen genommen ergeben, dass N-cadherin ein passendes 
Molekül für einen Separationsprozess darstellt. Zu dem Zeitpunkt der Präparation (E10) ist 
die somatische Expression von N-cadherin hautsächlich auf Zellen des SGC beschränkt. 
Da während der Präparation und der anschließenden Dissoziierungsprozesse lediglich die 
Somata der Zellen übrigbleiben und alle Zellfortsätze verworfen werden, kann ein auf N-
cadherin beruhender Separationsprozess Zellen des tecto-rotundalen Systems anreichern. 
Immunhistochemische Untersuchungen an tektalen Zellkulturen zeigen, dass N-
cadherin nicht nur in frisch dissoziierten Zellen nachweisbar ist, sondern dass bestimmte 
Zellen mit der Bildung von N-cadherin auch nach mehreren Tagen in vitro fortfahren.  
Während der Entwicklung in vitro ist zu beobachten, dass N-cadherin vom Soma 
aus in die Neurite und dort besonders in die direkte Nachbarschaft zu präsynaptischen 
Vesikelproteinen transloziert wird (Abb. 3.21C). Dies spricht dafür, dass N-cadherin auch 
bei Zellen in vitro eine funktionelle Rolle bei axonaler Wegfindung und synaptischer 
Stabilität spielen könnte, ähnlich zu der, wie sie in vivo nachgewiesen wurde (Redies et al., 
1993; Benson et al., 1998, Heyers et al., 2004).   
So konnte für kultivierte Neuronen aus dem Hippocampus der Ratte nachgewiesen 
werden, dass das zelluläre Vorkommen und die Verteilung von N-cadherin in vitro exakt 
derjenigen in vivo entspricht. Zuvor war im intakten Gewebe gezeigt worden, dass N-
cadherin eine wichtige Rolle bei der Stabilisierung von sich entwickelnden Synapsen spielt 
(Benson et al., 1998). Während der Ontogenese beschränkt sich dann das N-cadherin 
Vorkommen ausschließlich auf glutamaterge Synapsen. Dies ist insofern interessant für 
diese Studie, als dass das N-cadherin Signal immuncytochemisch häufig nicht mit 
Synapsin-I positiven Synapsen kolokalisiert war. Ein Grund dafür könnte demnach sein, 
dass N-cadherin auch im tektalen System lediglich die Stabilisierung glutamaterger 
Synapsen übernimmt. 
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4.2.2 Der Separationsprozess 
 
Die Auswertung der Magnetseparation durch immuncytochemischen Nachweis von 
N-cadherin in den beiden Kulturfraktionen belegt, dass der Prozess der Separation über 
den Einsatz spezifischer Antikörper erfolgreich ist (Abb. 3.22). Abhängig von der 
unterschiedlichen Expression eines bestimmten Oberflächenproteins konnten die tektalen 
Zellen in zwei Fraktionen aufgeteilt werden: der weitaus größte Teil N-cadherin positiver 
Zellen lag nach dem Separationsprozess in der +MACS Fraktion vor (Abb. 2.23B, 
schwarze Balken) und die deutliche Mehrheit N-cadherin negativer Zellen war in der –
MACS Fraktion zu finden (Abb. 2.23B, weiße Balken).  
Wegen des relativ hohen Prozentsatzes N-cadherin negativer Zellen innerhalb der 
+MACS Fraktion (Abb. 3.23B) muss jedoch angenommen werden, dass während des 
Separationsprozesses durch unspezifische Zell-Zell Kontakte N-cadherin negative Zellen 
in der Magnetsäule zurückgehalten wurden und sich so in die +MACS Fraktion 
eingeschleust haben. Eine mögliche Quelle für diese „Verunreinigung“ ist der zusätzliche 
Einsatz von Calcium im MACS Puffer. Calcium wird benötigt, um die extrazelluläre 
Domäne des N-cadherins zu stabilisieren, denn ohne Calcium wird das Molekül relativ 
schnell von der Zelle internalisiert (Hatta et al., 1986). Allerdings unterstützt Calcium auch 
alle anderen Zelladhäsionsprozesse, d.h. andere Zellen können über „unspezifische“ 
Wechselwirkungen an N-cadherin positive Zellen binden und somit „irrtümlich“ in die 
+MACS Fraktion geraten.  
Ein weiterer Grund für die Verunreinigung der +MACS Fraktion könnte eine 
unterschiedliche Sensitivität der Antikörper-Nachweise sein. Während Zellen, die nur 
wenige N-cadherin Antikörper gebunden haben und somit eigentlich negativ sind, aber 
durch die Ankoppelung von wenigen Eisenkügelchen magnetisch sensitiv werden, können 
die selben Zellen beim Nachweis über fluoreszierende Sekundärantikörper negativ 
erscheinen, da sie nicht genug Licht abstrahlen, um detektiert werden könnten. Diese 
Überlegungen zeigen erneut, dass das Zielmolekül für den Separationsprozess sehr 
sorgfältig ausgewählt werden muss. 
N-cadherin hat sich hier als gutes Zielmolekül erwiesen, denn die Quantifizierung 
des Separationsprozesses ergab, dass 81% aller N-cadherin positiven Zellen des Tektums 
innerhalb der +MACS Fraktion eingefangen werden konnten, was für einen hohen 
selektiven Charakter und den deutlichen Erfolg der MACS Separation spricht (Moenig et 
al, 2006).  
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4.2.3 Vergleichende elektrophysiologische Analyse 
 
Die Ergebnisse der elektrophysiologischer Untersuchungen an den Zellen beider 
Fraktionen belegen deutlich, dass sich die Zellen neben ihrer N-cadherin Expression auch 
hinsichtlich ihrer elektrischen Eigenschaften unterscheiden (Abb. 3.24A): durch die 
Selektion gegen N-cadherin werden (1.) die reifen, tonischen Zellen innerhalb der +MACS 
Fraktion und (2.) der spezielle „gedämpfte“ Zelltyp ausschließlich in der –MACS Fraktion 
angereichert.  
Der signifikant höhere Anteil reifer tonischer Zellen innerhalb der +MACS 
Fraktion lässt zunächst einmal die Schlussfolgerung zu, dass vor allem ausgereifte Neurone 
durch eine spezifische N-cadherin Selektion herausgefiltert werden (Abb. 3.24, 3.25). Der 
Rückschluss, dass insbesondere N-cadherin positive Zellen früh ausgereift sind, wird durch 
Studien unterstützt, welche zeigen, dass die Population der SGC Neurone, die den 
Hauptbestandteil des N-cadherin exprimierenden tecto-rotundalen Systems darstellen 
(Redies et al., 1993), bereits sehr früh den Zellzyklus verlassen und sich differenzieren 
(Mey et al, 2000). Ein möglicher Grund für die Unterschiede im Entwicklungsstand der 
beiden Fraktionen könnte daher in den unterschiedlichen Startpunkten der verschiedenen 
Zelltypen im ontologischen Reifungsprozess des optischen Tektums liegen, ein Umstand, 
der auch von anderen Primärkultursystemen berichtet wird (Fitzakerley et al., 1997). Es ist 
daher zulässig anzunehmen, dass sich die Gruppe N-cadherin positiver, ausgereift 
tonischer Zelltypen der +MACS Fraktion zum Hauptteil aus SGC Neuronen rekrutiert. 
Ebenso spricht für die funktionelle Auftrennung der tektalen Zelltypen durch die 
MACS, dass sich das „gedämpfte“ Feuerverhalten von Neuronen nicht in der +MACS, 
sehr wohl aber in der –MACS Fraktion nachweisen ließ. Eine mögliche Erklärung für 
dieses Phänomen sind die Zellen der Schicht 5b. Ihre Anwesenheit in Kultur ist durch 
Calbindin Expression (Abb. 3.4F, Luksch et al., 2003) sowie über den Nachweis einer für 
sie charakteristischen elektrischen Aktivität (Abb. 3.9E, Luksch et al., 2003) gut belegbar. 
Dass das typische Aktivitätsmuster dieser N-cadherin negativen Zellen nach dem 
Separationsprozess nur noch innerhalb der –MACS Fraktion nachweisbar war, könnte 
daher für eine konservative funktionelle Entwicklung einzelner Zelltypen sprechen und als 
weiterer Hinweis für die Selektivität der N-cadherin spezifischen Zelltrennung dienen. 
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4.3 Manipulationen der Zellkultur 
 
Die beiden Methoden, mit denen die kultivierten Neurone manipuliert wurden, 
stehen beispielhaft für die zwei prinzipiell verschiedene Arten von Kulturmanipulationen: 
Die eine Art ist ungerichtet in ihrer Wirkung und unspezifisch für einen bestimmten 
Zelltyp. Zu dieser Art gehören neben der Co-Kultivierung mit Gliazellen unter anderen 
auch die Zugabe von Serum oder eines Wachstumsfaktorencocktails. Dieser Cocktail 
enthält Komponenten, von denen man annimmt oder weiß, dass es das Wachstum der 
Zellkultur positiv beeinflusst, auch wenn die molekularen Mechanismen nicht aufgeklärt 
sind. Die zweite Art ist im Gegenteil dazu spezifisch in ihrer Wirkungsweise und häufig 
nur für wenige Zelltypen ausgelegt. Dazu zählt neben der Zugabe eines bestimmten 
Wachstumsfaktors in Kulturmedium z.B. auch die Auswahl eines bestimmten 
Oberflächensubstrates. Vorraussetzung für diese Art der Manipulationen ist, dass eine 
spezifische Reaktion eines bestimmten Zelltyps zuvor bereits bekannt ist.  
 
4.3.1 Co-Kultivierung mit Astrocyten 
 
Eine Co-Kultivierung mit Gliazellen hat auf viele neuronale Zellkultursysteme  
einen deutlich messbaren Effekt. In einer Kultur von mesencephalen Rattenneuronen 
steigert das Wachstum von Astrocyten zum einen die Überlebensrate der Neurone 
(Takeshima et al., 1994; Ikuno et al., 2002) und beeinflusst zusätzlich den 
Differenzierungsverlauf der Neurone (Takeshima et al., 1994A). Auch die neuronale 
Expression bestimmter Proteine kann sich durch die gleichzeitige Kultivierung mit 
Gliazellen ändern (Bossart et al., 1988; Levison et al., 1989).  
Eine Co-Kultivierung von Astrocyten, die über ein spezielles Protokoll  
angereichert (Abschnitt 2.6.4) und separat angezogen wurden, führt bei tektalen Neuronen 
in vitro zu messbaren Effekten. So ist die Erhöhung des morphologischen 
Differenzierungsgrades der Zellen deutlich nachweisbar (Abb. 3.26). Anhand der 
elektrophysiologischen Untersuchung beider MACS Fraktionen lässt sich darüber hinaus 
aber auch eine selektive Wirkung des astrocytären Einflusses nachweisen (Abb. 3.27). So 
profitieren die Neurone in der –MACS Fraktion von dem Wachstum der Gliazellen 
deutlich hinsichtlich der Reifung elektrischer Parameter (Abb. 3.27A, C).  
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Der Anteil ausgereift tonischer Zelltypen ist in der Astrocyten-unterstützten –
MACS Fraktion gegenüber der Standardkultivierung deutlich erhöht, und auch der Anteil 
des „gedämpften“ Zelltyps hat sich durch den Glia Einfluss vergrößert (Abb. 3.27C).  
Innerhalb der +MACS Fraktion fällt der Einfluss der Astrocyten deutlich negativer 
aus als innerhalb der –MACS Fraktion (Abb. 3.27A, B): der Anteil ausgereifter tonischer 
Zelltypen hat sich gegenüber der Standardkultivierung deutlich verringert, dafür hat sich 
der Anteil unreifer Zellen im Vergleich mehr als verdoppelt (Abb. 3.27B).  
Die Veränderungen der Kulturqualität und Zusammensetzung, abhängig von der 
Zugehörigkeit zu einer der beiden MACS Fraktionen, wird durch Quantifizierung der 
bekannten Messparameter bestätigt (Abb. 3.28). Signalamplitude und -dauer haben sich 
innerhalb der –MACS in Richtung ausgereifter Zelltypen verschoben, wohingegen bei den 
Zellen innerhalb der +MACS Fraktion kaum noch ausgeprägt reife Signalantworten zu 
finden sind.  
Ein möglicher Grund für den selektiven Einfluss der Astrocyten könnte die 
Verteilung der verschiedenen Neurogliatypen (Astrocyten, Oligodendrocyten, Mikroglia) 
im intakten optischen Tektum sein. So kommen Astrocyten vor allem in den Schichten SO, 
SAC und SFP vor, im SGC sind sie dagegen kaum vorzufinden. Oligodendrocyten sind 
dagegen vor allem im SGC, SAC und im SGFS zu finden, kaum dagegen in den anderen 
Schichten des Tektums (Shin et al., 2002). Lediglich Mikroglia scheinen keine Präferenz 
hinsichtlich einer bestimmten Schicht zu haben, sie werden in allen Laminae gefunden 
(Shin et al., 2002). Diese spezifischen Neuro-Glia Interaktionen in vivo können eine 
Erklärung für den selektiven Einfluss der Astrocyten auf die verschiedenen Zellen der 
beiden MACS Fraktionen sein: denn in der +MACS Fraktion, die deutlich unter dem 
Einfluss der Astrocyten zu leiden hatte, sind vor allem Zellen aus dem SGC zu finden, die 
in vivo keinen ausgeprägten Kontakt zu Astrocyten haben. Umgekehrt besteht die –MACS 
Fraktion, die vom Gliaeinfluss profitierte, zu einem großen Teil aus Zellen der Schichten 
SO, SAC und SFP – jenen Schichten also, die auch in vivo im engen Kontakt zu 
Astrocyten stehen. Stellen die Gliazellen also Zelltyp-spezifische Faktoren dar, die für das 
Überleben und die Differenzierung bestimmter Neuronenpopulationen notwendig sind? 
 Um diese Erklärung zu verifizieren, könnten in einer zukünftigen Studie neue 
Protokolle etabliert werden, um auch die anderen Arten von Neuroglia in angereicherter 
Form kultivieren zu können und diese dann zur Co-Kultivierung mit den verschiedenen 
Zellsubtypen einzusetzen. 
 
Diskussion 
79 
4.3.2 Supplementierung mit NT-3 
 
Für viele spezifische Neuronpopulationen ist das Neurotrophin NT-3 ein wichtiger 
Wachstumsfaktor um das Überleben zu sichern, Differenzierung, Reifung und Plastizität 
zu beeinflussen sowie das Pruning von Synapsen zu steuern (Henderson et al., 1996; Marty 
et al., 1997). Die Funktion und Verteilung der Neurotrophine und ihrer Rezeptoren ist 
speziell für das visuelle System der Vögel in vielen Studien untersucht worden (Bartheld et 
al., 1996; Bartheld, 1998; Bartheld et al., 2000; Theiss et al., 2001; Wang et al., 2003).  
Auch für viele Zellkultursysteme wurde der Einfluss der verschiedenen Mitglieder 
der Neurotrophinfamilie beschrieben (Davies et al., 1997; Becker et al.., 1998). Der 
Nutzen, den ein Kultursystem von der exogenen Zugabe von Neurotrophinen hat, ist dabei 
sehr spezifisch und in starken Maße davon abhängig, inwieweit die Neurone in vivo durch 
das bestimmte Neurotrophin beeinflusst werden. So besitzen NT-3, NT-4 und BDNF einen 
positiven Einfluss auf die Überlebensrate bei kultivierten Motoneuronen des Huhns, 
dagegen zeigt NGF keine Wirkung (Becker et al., 1998). Das in diesem Beispiel 
wirkungslose NGF hat dagegen in Kulturen von Zellen des Telencephalons des Huhns eine 
deutlich protektive Wirkung gegen Apoptose (Ahlemeyer et al., 1997).  
Da bekannt ist, dass die Neurone des SGC besonders sensibel auf NT-3 reagieren 
und die synaptische Plastizität ihrer dendritischen Verknüpfungen in starkem Maß vom 
anterograden Transport des NT-3 aus der Retina abhängig ist (Bartheld et al., 1996; Wang 
et al., 2003), wurde untersucht, ob NT-3 auch einen positiven Einfluss auf die kultivierten 
Neurone des optischen Tektums hat. 
Tatsächlich konnten Einflüsse auf das morphologische und physiologische 
Differenzierungsverhalten der Neurone gefunden werden (Abb. 3.29, 3.30). Während die 
maximale Neuritenlänge aller tektalen Neurone bei einer Zugabe von 50ng/ml Medium nur 
leicht erhöht ist, ist die Zunahme der Komplexität des Verzweigungsbaumes signifikant 
gegenüber der Standardkultivierung. In diesen Ergebnissen zeigt sich die Konstanz der 
spezifischen Wirkungsweise des Neurotrophins, dass in vivo die Plastizität, d.h. ebenfalls 
die Aufrechterhaltung des Dendritenbaumes positiv reguliert.  
Weiterhin demonstrieren die Ergebnisse, dass eine Zugabe von NT-3 die Reifung 
und Differenzierung der N-cadherin positiven Zellen in vitro stärker positiv beeinflusst als 
Zellen in der Mischkultur. Ein Ergebnis, dass die These unterstützt, dass es sich bei der 
+MACS Fraktion größtenteils um Zellen des SGC handelt (Abb. 3.29 / 3.30). 
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Es ist deutlich zu sehen, dass der Anteil ausgereifter tonischer Zellen gegenüber der 
Standardkultivierung um fast das zweifache erhöht ist (Abb. 3.30A). Auch die 
Quantifizierung der Aktionspotentialparameter zeigt, dass die Zellen unter NT-3 Einfluss 
deutlich schneller depolarisieren und häufig höhere Signalamplituden ausbilden können 
(Abb. 3.30C). Da diese Phänomene nur in unmittelbaren Zusammenhang mit der 
Expression von Ionenkanälen stehen können, kann aus den Ergebnissen geschlossen 
werden, dass NT-3 nicht nur einen anti-apoptotischen und pro-plastischen Effekt auf 
tektale Zellen hat, sondern auch einen erheblichen Einfluss auf die Differenzierung und 
Genexpression bestimmter Zellpopulationen besitzt. Dieser Einfluss auf die Transkription 
Zelltypspezifischer Gene konnte bereits in Primärkulturen von Zellen des Hinterwurzel-
ganglions beobachtet werden. Dort führten jeweilige NGF oder NT-3 Zugabe ins Medium 
zu unterschiedlichen Expressionsmustern bei verschiedenen Arten von Ionenkanälen 
(Friedel et al., 1997).  
 
Eine weitere Untersuchung an Zellen der –MACS Fraktion wäre hier noch 
wünschenswert gewesen, um den spezifischen Effekt von NT-3 auf SGC Zellen näher 
untersuchen zu können. Aus Zeitgründen musste jedoch im Rahmen dieser Dissertation 
darauf verzichtet werden. Dennoch zeigt der Vergleich der Kulturmanipulationen, dass 
sich der Einsatz von NT-3 bei der tektalen Zellkultur als äußerst positiv darstellt (Abb. 
3.31) und in Bezug auf weitere Forschungen über die in vitro Entwicklung bestimmter 
tektaler Zelltypen sehr viel versprechend ist.  
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5.  Zusammenfassung 
Zellen des optischen Tektums können grundsätzlich in serumfreier Kultur gehalten 
und deren Wachstums- und Differenzierungsprozesse beobachtet werden. Daher erlaubt 
bereits die visuelle Analyse der Zellmorphologie eine erste qualitative Einteilung der 
Zellen in unterschiedliche Zellklassen. Weitergehende immunhistochemische und 
elektrophysiologische Analysen ermöglichten eine eindeutigere Zuordnung der tektalen 
Zellen in verschiedene Zellklassen. Durch den Nachweis verschiedener Proteine, deren 
zelltypspezifische Expression in Slicepräparaten des Tektums festgestellt worden ist, 
konnten einige Zelltypen auch in vitro identifiziert werden. Ebenso konnte durch 
intrazelluläre Einzelzellableitungen der sich entwickelnde Differenzierungsgrad der 
Neurone in vitro dargestellt und Zellen anhand elektrischer Parameter in signifikant 
voneinander unterscheidbare Klassen eingeteilt werden. 
Die Differenzierung zu einem Zelltyp, wie er in vivo beobachtet werden kann, 
erfolgt in vitro allerdings nur bis zu einem gewissen Grad. Komplexe Eigenschaften der 
Zellen konnten in serumfreier Mischkultur nicht nachgewiesen werden. Der Vergleich mit 
anderen Kultursystemen zeigt, dass dieses Phänomen der „partiellen“ Differenzierung ein 
häufig auftretender Effekt von Primärkultursystemen, insbesondere von gemischten 
Kulturen ist. Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher ein Selektionsverfahren etabliert, 
durch das eine definierte Subpopulation von N-cadherin exprimierenden Zellen selektiert 
werden konnte. Die gewonnene Zellfraktion erwies sich hinsichtlich 
elektrophysiologischer Parameter als signifikant verschieden von der Population der 
restlichen tektalen Neurone, so dass von einer zelltyp-spezifischen Anreicherung 
gesprochen werden konnte. 
Die N-cadherin positive Zellfraktion zeigte zudem eine deutlich stärkere Reaktion 
auf eine Supplementierung des Mediums mit dem Wachstumsfaktor NT-3. Sowohl 
hinsichtlich ihrer morphologischen Komplexität, als auch der elektrischen Eigenschaften 
wurde die selektierte Zellfraktion positiv durch das Neurotrophin beeinflusst. Da NT-3 
massiv am Überleben und der Differenzierung von Zellen des SGC beteiligt ist, lässt das 
Ergebnis auf einen hohen Anteil dieser Zellen innerhalb der selektierten Zellfraktion 
schließen. Die Co-Kultivierung mit Astrocyten hatte dagegen die Entgegengesetzte 
Wirkung und hemmte die Differenzierung der selektierten Zellen.  
Diese Ergebnisse können als Indiz dafür gewertet werden, dass durch den Einsatz 
geeigneter externer Faktoren eine zelltypspezifischere Differenzierung von Neuronen in 
vitro angeregt werden kann. 
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6.  Ausblick 
 
Die Ergebnisse der Elektrophysiologie zeigen, dass der Einsatz zelltypspezifischer 
Wachstumsfaktoren zur Induzierung charakteristischer Verhaltensweisen ein sehr 
aussichtsreichen Weg ist, um realistischere Modelle neuronaler Netze zu etablieren. 
Allerdings sollte dieser Ansatz in zukünftigen Forschungsvorhaben mit einem weiteren 
wichtigen Faktor kombiniert werden, um die Situation aus dem intakten Gewebeverband 
detaillierter in vitro simulieren und manipulieren zu können: einer chronischen elektrischen 
Aktivierung der Zellen.  
Es ist bekannt, dass der Beginn des Transportes von NT-3 zeitgleich mit der 
elektrischen Aktivierung des optischen Tektums durch die retinalen Fasern erfolgt 
(Catsicas et al., 1992). Durch gezielte Ausschaltung wahlweise des NT-3 Transports oder 
der elektrischen Aktivität konnte herausgefunden werden, dass beide Faktoren zusammen 
benötigt werden, um die funktionelle Differenzierung der SGC Zellen zu gewährleisten. Es 
besteht daher die Möglichkeit, dass nur der gleichzeitige Einsatz beider Faktoren, der 
chemischen wie der elektrischen Komponente, eine Expression spezieller 
Ionenkanalproteine anstößt und damit die Ausbildung komplexer Differenzierungsmuster 
induziert. 
Mit den Methoden zur Selektierung eines bestimmter Zelltyps und zur gezielten 
Versorgung mit spezifisch wirkenden Wachstumsfaktoren sind daher nur die ersten 
Schritte der tektalen Zellkultur gemacht. Das jetzige Zellkulturmodell muss, bevor es die 
Funktion eines ausgewählten tektalen Neuronennetzes in vitro simulieren kann, eine 
weitere Induzierung von Differenzierungsprozessen erfahren. Ein konsequenter 
Forschungsansatz sollte daher die chronische elektrische Aktivierung der Zellen über 
Multi-Elektroden-Arrays sein, um spezifische Zell-Zell Kommunikation oder jene 
elektrische Gruppenaktivität zu simulieren, welche das Tektum während der Ontogenese 
durch die retinalen Fasern erfährt.  
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8.1 Glossar 
 
 
 
BDNF Brain derived neurotrophic factor 
BSA Bovine serum albumin 
CNPase 2´,3´-cyclic nucleotide 3´-phosphodiesterase 
CRABP1 Cellular retinoic acid binding protein 1 
DAPI 4´,6-diamino-2-phenylindole dihydrochloride 
DMEM Dulbecco’s modified essential medium 
DNA Desoxyribonucleic acid 
DIV Days in vitro 
FCS Fetal calf serum 
GAD67 Glutamic acid decarboxylase 67 
GFAP Glial fibrillary acidic protein 
HBSS Hanks balanced salt solution 
HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazine-N´-2ethanesulfonic acid 
MAP2 Microtubuli associated protein 2 
MACS Magnetic absorbent cell sorting 
N-Cad N-Cadherin 
NGF Nerve growth factor 
NGS Normal goat serum 
NT-3 Neurotrophin 3 
OT Optisches Tektum 
PBS Phosphate buffered saline 
PDL Poly-D-Lysin 
PFA Paraformaldehyd 
RAR Rentinoic acid receptor 
RT Room temperature 
SAC Stratum album centrale 
SGFS Stratum griseum et fibrosum superficiale 
SGC Stratum griseum centrale 
SO Stratum opticum 
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